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(Department of Biochemistry, The University of Liverpool) 


The Carotenoids of Photosynthetic Bacteria 
Il. The carotenoids of a number of non-sulphur purple photosynthetic 
bacteria (Athiorhodaceae) 


By 
T. W. GOODWIN 


(Eingegangen am 12. Mérz 1956) 


Only Rhodospirillum rubrum and Rhodopseudomonas spheroides of the 
Athiorhodaceae have so far been examined for carotenoids in any detail. 
vAN Niet and Smrru (1935) first isolated spirilloxanthin from Rsp. 
rubrum and this carotenoid was examined in great detail by Ponca, 
vAN Niet and ZECHMEISTER (1944); it appears to be identical with 
rhodoviolascin isolated by Karrer and SotmssEn (1936) from a mass 
culture of Thiorhodaceae. Spirilloxanthin is by far the major pigment in 
fully grown cultures of Rsp. rubrum, but it is a minor component of young 
cultures, the main pigments being P 84/7, hydroxy-P 841, lycoxanthin 
and lycopene (GoopwWIN and Sisstvs, 1955; van Niet, Goopwin and 
Sissins, 1956). P 487 and hydroxy-P 48] are the designations given by 
Goopwin and SIssrys to two distinct pigments which have been well 
characterized chromatographically and spectroscopically but not yet 
obtained crystalline; 487 refers to the wavelength of their main ab- 
sorption maxima in light petroleum (b. p., 40—60°). The biosynthesis of 
spirilloxanthin has been studied by GooDWIN and OsMAN (1953, 1954). 

Rhodopseudomonas spheroides synthesizes in anaerobic culture mainly a 
yellow pigment (Y) and in aerobic culture a purple-red pigment (A, vAN 
Niet 1947); other pigments are present in small amounts, the most 
important quantitatively being one which is almost certainly mono- 
hydroxy Y (Goopwin, Lanp and Osman, 1955). 

The present paper reports an investigation into the carotenoids 
elaborated by a number of species of the genera Rhodopseudomonas and 
Rhodospirillum (Athiorhodaceae). 


Experimental 


Cultures. The cultures of Rhodopseudomonas spp. used were kindly supplied by 
Mr. K. R. Burtry (DSIR, Chemical Research Laboratory, Teddington). Their 
scientific names, reference numbers in the DSIR collection and source are given 
in Table 1. Rhodospirillum molischianum and Rsp. photometricum were obtained 
from Delft, through the good offices of Dr. C. B. van Niu. The general properties 
of most of these bacteria have been described by vAN Niet (1944). 

Media and cultural conditions. These were identical with those previously 
described in detail for Rsp. rubrum (Goopwin and Osman, 1953, 1954) and R. 
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spheroides (GoopwIn et al., 1955). (The abbreviation R. will be used throughout 
this paper to denote Rhodopseudomonas. ) ~ 

Extraction, separation and identification of the pigments. The methods 
employed have been described in a number of recent publications (Goopwix, 1952a; 
Goopwin and Osman, 1953, 1954; Goopwin et al., 1955; Goopwry and Lanp, 
1956a, b). I,-isomerization of the pigments was barried out according to the method 
of ZECHMBEISTER (1944). 


Table 1. The Athiorhodaceae used in this investigation 


| 
| National Collection of | 


Name | Industrial Bacteria | Source 

| Reference Number 
Rhodopseudomonas palustris 8252 8. R. EtspEN 
Fes COPSULATUS Gan a eee 8254 S. R. ELspEN 
Ripalustria®. OP ee Ea : 8288 _C. B. van Niet (Strain 2.1.6.) 
Sy NTRP OR oh ick toe / 8289 C. B. van Neu 

(Strain ATH 2.1.40) 

ENGL NOGH ns wears | 8290 | C. B. van NIEL 

: | (Strain ATH 2.2.1.) 
Rhodospirillum molischianum | ss _ Delft (GrersBERG, 1947) 
Rsp. photometricum ... . a= ) Delft (GrERSBERG, 1947) 

Results 


Rhodopseudomonas palustris (strains 8252, 8288 and 8299) 

The three strains will be considered together because they differ only 
quantitatively. A typical chromatographic separation of the pigments is 
recorded (Table 2) only for strain 8288, chromatograms from the other 


Table 2. The resolution of the carotenoids from Rhodopseudomonas palustris 8288 
(Pigments in order of increasing degrees of adsorptive affinity ; 
adsorbent deactivated alumina) 


Concentration 
of ether (%, V/V) |Absorption maxima 
Zone Description in light | (my) Identification 
petroleum for | (light petroleum) 
elution | 
1e Brownish-orange 0—2 445, 470, 502 | lycopene 
2. Purple-orange 4—6 | 454, 481, 514 | -P 487 
3. Purple 10—20 = 468, 491, 524 | spirilloxanthin 
4, Brown | 20—25 | 445, 470, 501 lycoxanthin 
5. Purple-orange _ 25-380 | 454, 481, 514 | hydroxy-P 481 
6. | Purple 40—50 | 455, 485, 515 | ? cis isomer of 
| fraction 7 
ite Purple / | 465, 491, 425 | demethylated 
| | spirilloxanthin 
8. | Purple (traces) 50 | 465, 492, 425 | ? cis isomer of 
| fraction 7 
9. | Dark brown 100 indeterminate | oxidation products 
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strains being qualitatively iden- 
tical. No unusual pigments were 
observed. 

Fractions 1—5 and 8 were iden- 
tified as the known pigments listed 
in Table 2 by the following proper- 
ties: a) adsorptive affinity; b) ab- 
sorption spectrum; c) absorption 
spectrum after I,-catalysis and 
d) failure to separate from authentic 
specimens in a mixed chroma- 
togram. 

Fractions 6 and 7 gave rather 
ill-defined absorption spectra and 
are probably cis-isomers of deme- 
thylated spirilloxanthin —(frac- 
tion 8), previously observed in Rsp. 
rubrum (GoopwIN and OsmMavy, 
1954). 

The relative amounts of the con- 
stituent pigments in each of the 
three strains under anaerobic and 
aerobic conditions are given in 
Tables 3 and 4. The main strain 
differences when grown anaero- 
bically is in the amount of lyco- 
xanthin present; in strain 8252 it 
is present only in traces in aerobic 
cultures and is generally not 
detectable in anaerobic cultures; 
in strain $288 it is present to an 
extent less than 10°% of the total; 
strain 8289, on the other hand, 
synthesizes lycoxanthin as its 
major pigment. It will be also seen 
that young anaerobic cultures 
tend to synthesize relatively more 
lycopene, lycoxanthin, P 457 and 
hydroxy-P 481 than spirilloxan- 
thin; this same situation occurs 
in Rsp. rubrum but to a very much 
more marked extent (GOODWIN 
and Sissrns, 1955). As observed 


Table 3. Carotenoid distribution in three strains of R. palustris (Values are percentages of total pigments present; anaerobic cultures) 


| $3 
nN 
oe By) SR oc Somes) “ 
=| HN HO Ns) 
Ss = sn = = La 
# 
mM 
ino} 
m| oo 
|X 
Silee Seo ES OAS S&S 
B| dg +H ono for) 
o|s oD mt OO 
im 
mM 
nN 
‘> 
nr »> X 
re MAS ES 8 
$ pee 
. 
is Oy teal Zot es) se 
|r 1D r= ON DD for) 
| o9 oO m= os 
lg 3 
tt eenee Men PER ion kat = ve * 
ge, Beonys Q 
fea Seis shea 
3S ee a 
n|S oA OD 1d 
| of of = 
POs See ee “asa sien) eis * 
©] 8 Eee Oe Sh ed Ds 
| an: ale 
~ 
xe Bd Malley AD iat 
1S SS | ( ne) 
a lor! + 8s NX 
a Sy REC Ee A 
s - DOAN be 
Bey YO D 4S |S) o> lea 
mM (ae) N N 
eS . 
= sce 
SANG Sut Manes ENT) SS 
=| SO Ht OH © 8 5 
3 Roe aot Ss B 
=a sets 
~ 
wm 
oO 
4 o 
mijpeoi# revs, 100) 100), 2 9 2 
q + a = 8D © 1D BD 
S\o| Nas eg We 
oo | e Bs in 
gpg eegese < 
|S He Sid x So 8 
N|m Ft) all JON oO me fe 
fo) 
~ oO 
i] 
re) oe 
» 
=| $4 8a ga 6 8 
| Sa st 429 o 8 
=| f= fH Lol 
nD p> 
a 
o 
nm 
fo) 
us) 
° 
re 
el i ee 
=| Fy Et NSS oer a 
2 q ed ace le aR 
5 © e-a 88 8 
= B © = en ieee 
nan oO oe. fs & 
Oia = SS, Bisco BS 
BP SCOP OO rat ey 
POs os So EF mo 
Dey QB Be 
Pie Ry aey lS 
29* 


Ne 


316 T. W. Goopwin: 


with Rsp. rubrum the pigment concentration is less in aerobic cultures 
than in anaerobic cultures but the same pigments are produced under 
both conditions (Table 4). The relative amounts in 6 day aerobic 
cultures tend to approach those in 24 hr. anaerobic cultures. 


Table 4. Pigment distribution in three strains of R. palustris 
(Aerobic cultures; 6 day cultures; figures are percentages of total pigments isolated) 


| Strain 


8252 | 8288 8289 
Neurosporene. . . +. > . | trace ) 2.7 We 
Lycopene sca aee Sey 8.7 5.2 24.3 
P48 cpr ice eer 9.2 26.7 | 11.3 
Spirilloxanthin. . ... . 32.7 ) 16.7 | 8.9 
Gy coxanbhi ngs enenenae trace 12.8 44.8 
Hydroxy-P 481. ..... | 36.4 | 27.9 | 7.6 
Demethylated spirilloxanthin| 13.0 | 8.0 | 1.4 


Rhodopseudomonas capsulatus (8254) 


This bacterium resembles R. spheroides in synthesizing pigments Y, 
hydroxy- Y and R (Table 5). The identity of these pigments was confirmed 
by mixed chromatograms with the authentic pigments obtained from 
R. spheroides (GooDWIN et al., 1955). Traces of lycopene and neuro- 


Table 5. Resolution of carotenoids in Rhodopseudomonas capsulatus 
(Adsorbent deactivated alumina; pigments in order of increasing adsorptive affinity) 


. Concentration | 
of ether (%, v/v) | Absorption maxima | 
Zone | Description | in light (mp) Identification 
| petroleum for (light petroleum) 
elution 
Ls Brownish Orange 0 | 415, 438, 468 | Neurosporene 
2. Orange. 0—2 445, 470, 502 _ Lycopene 
ae Wellow pecs. 0 .. 2—4 426, 452, 482 | Y 
4. Reddishpurple. . 4—6 458, 480, 512 | R 
®. |.Yellow . . 2... 15—20 426, 452, 482 | Hydroxy-Y 
6. Porplemetiss 3. 40—50 452, 480, 512.) Hydroxy-R 


sporene were also present. As with R&R. spheroides aerobic cultures 
synthesize more R than Y and vice versa (Table 6). Contrary to the 
observations with FR. palustris spp., the age of the anaerobic cultures of 
R. capsulatus does not affect to any significant extent, the relative 
amounts of the pigments produced. 
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Table 6. Pigment distribution in R. capsulatus (8254) 
(Figures are percentages of total pigments present) 


Pigment Anaerobic cultures _ Aerobic cultures 
24—36 hr. 6 days 6—7 weeks 6 days 
Neurosporene. ..... trace 0.2 0.7 trace 1.6 
MV COREG f ccteco., oa ts hs is trace 0.5 ms trace 0.7 
UO SES ope yaaee Se ateye | mel 8.4 82.7 82.8 40.7 23.1 
dS EOE en nee ae eet rae 5.6 10.8 1.3 33.7 60.7 
Jah GbRarayan se ata een ae 8.8 4.3 15.2 18.3 7.1 
Pi vdroxy. Je 07 5, 6 eG i 2 7.2 1.5 trace 8.6 6.8 


Rhodopseudomonas gelatinosa (8290) 

The chromatographic separation of pigments extracted from the cells 
of this species (Table 7) shows for the first time the co-existence of Y and 
with spirilloxanthin; spirilloxanthin does not occur in R. spheroides! 
(Goopwin et al., 1955) or R. capsulatus (above) and Y and R do not 
exist in Rsp. rubrum or any of the R. palustris strains yet examined. The 
pigment adsorbed on deactivated alumina just below hydroxy-R 


Table 7. The resolution of pigments of Rhodopseudomonas gelatinosa 
(Adsorbent deactivated alumina; pigments in order of increasing adsorptive affinity) 


| Concentration 
| of ether (%, v/v) | Absorption maxima 
Zone Description in light | (mp) Identification 
petroleum for light petroleum 
elution | 
I Brownish-orange 0 445, 470, 502 | probably lycopene 
2 PVellO Worry be ees 2—4 426, 451, 482 | Y 
3. Orange-purple. . 4—8 458, 480, 512 | R 
4. Purples ee se 10—20 476, 490, 523 | spirilloxanthin 
5 Mellowee a a: 20—25 426, 451, 482 | hydroxy-Y 
6 Deep purple. . . 40—50 485, 512, 543 | new pigment 
(P 512) 
Hs Orange-purple. . 50 458, 480, 512 | hydroxy-k 


1 Present only in traces. 


(Fraction 6) exhibits a very characteristic deep purple zone; this pigment 
is separable from hydroxy-R only with difficulty. It is rather more easily 
separated from hydroxy-R on CaCO, (analytical grade) from which it is 
eluted with light petroleum containing 4% (v/v) ethyl ether. This 
pigment does not appear to have been described previously and, with the 
exception of violerythrin, which is probably not a carotenoid, has its 
‘ absorption maxima at longer wavelengths than any other naturally- 
occuring carotenoid (Goopwin, 1952 b). It will be provisionally termed 


1 Recent work suggests that it may occur in this organism in small traces. 
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P-512 (512 mu being the maximum of its absorption band in light 
petroleum). The exact positions of the absorption maxima in three 
solvents are recorded in Table 8. It is an unstable compound, disappearing 
somewhat rapidly during chromatography. 


Table 8. The absorption spectra maxima of pigment 
P-512 in various solvents 
(New pigment obtained from aerobic cultures of R. gelatinosa) 


Solvent | Absorption maxima (my) 
Light petroleum... . . | 486, 512, 548 
Benzene, 49 2 34 eee 505, 532, 568 
Carbon disulphide .... | 522, 552, 588 


The absorption maxima of P 512 are very similar to those of dehydro- 
lycopene obtained from lycopene by treatment with N-bromo succinimide 
(KarreR and RutscHMany, 1945), so it probably contains the same 
chromophoric system as dehydrolycopene. These absorption maxima 
possibly represent the highest possible values which can be obtained 
with a C,) carotenoid. These observations fit in with the statement of VAN 
Nie (1947) that the pigment distribution in R. gelatinosa was similar to 
that in R. spheroides, but “more complex’’. 

Table 9 shows that as with R. capsulatus, Y and hydroxy-Y are the 
major pigments of anaerobic cultures of R. gelatinosa. In the latter 
however, hydroxy- Y predominates whilst Y is the major component in 
the former. Similarly, Y and hydroxy-Y are almost completely absent 
from aerobic cultures whilst R and P 5/2 are synthesized in greater 
amounts. 


Table 9. Pigment distribution in R. gelatinosa (8290) 
(Figures are percentages of total pigments present) 


Plenane ; SSC Anaerobic cultures Sein é. | Aerobic cultures 
24—36hr. | 8 days 5—6 days | 6 weeks | 6 days 

Lycopene ...| 11.0, 5.61! trace | trace, trace | 5.4 | (?), trace 
v4 22.0, 18.1 | 286 | 9.3, 10.0 | 31.7 | trace, trace 
Rieti: de Bye - .| 7.6, trace | 18.6 | Veer 8.4 | Ses (57.1, 55.9 
Spirilloxanthin . 17.6, 18.5 15.5 | 16.2 | ; | 9.6, 4.0 
Hydroxy-¥ ..| 38.3, 54.2 | 37.4. | 66.3, 642 | 41.9 | trace — 
P-§124.5 % oe Gent] trace | trace | trace, 1.2 | trace | 16.2, 30.32 
Hydroxy-R..\.}). 5.6, 6.4 tod Byrhirdoe tne QOib | 41; ees 


1 Neurosporene also present in this fraction. 
* Also contained some hydroxy-R as contaminant. 


As with other species containing Y and hydroxy-Y in anaerobic 
cultures, access of oxygen to these cultures results in the disappearance of 
these pigments with a corresponding increase in R and hydroxy- R. 


The Carotenoids of Photosynthetic Bacteria. II 319 


Rhodospirillum photometricum 


This organism was isolated by GreRsBERG (1947) who showed that it is 
almost certainly identical with Rsp. photometricum. Moutscu, thus ruling 
out VAN Nrs’s (1944) conclusion that this latter organism is Rsp. rubrum. 

A typical chromatographic separation of the carotenoids produced by 
this bacterium when grown anaerobically [it is a strict anaerobe (Grmrs- 
BERG, 1947)] is given in Table 10. It shows that the distribution is 
qualitatively similar to that observed in the various strains of R. palustris 
examined, except that the presence of spirilloxanthin could not be 
demonstrated in Rsp. photometricum. GIERSBERG (1947) also reported the 
absence of spirilloxanthin in Rsp. photometricum, but the presence of 
other, unidentified carotenoids. 

The relative amounts of the constituent pigments in fully grown 
cultures in Rsp. photometricum are also recorded in Table 10. A study of 
the amounts of pigments present in cultures of various ages was not 
carried out because of the wide variations in growth rates of this organism 
at different times. 


Table 10. The resolution of pigments in Rhodospirillum photometricum 
(Adsorbent deactivated alumina; pigments in order of increasing adsorptive affinity) 


Concentration | : | Relative 
eS lof ether (%, v/ v)| Absorption maxima amounts (% of 
a Description in light (mp) | Identification total pigments 
= petroleum for light petroleum | present) 
elution | | Pema) (b)? 
1. | Brownish, | | | 
orange 0.2 | 445, 469, 502 lycopene 6.5 136.0 
2. | Purple-orange 4—6 454, 481, 514 | P 481 19.5 ; 
| 
3. | Brownish | 20 | 445, 470, 501 | lycoxanthin |..27.9 | 29.6 
4. | Purple-orange  25—30 454, 481, 514 | hydroxy-P | 44.9 | 34.4 
. | 481 | | 
5. | Brownish | 50—100 indeterminate! | oxidation | 1.2 | trace 
/ | production 


1 May contain a trace of lycophyll. 
2 Two separate experiments. 


Rhodospirillum molischianum 


This bacterium differs from all others so far examined in synthesizing in 
anaerobic culture [it is a strict anaerobe, (GIERSBERG, 1947)] only two 
pigments, which have been identified in the usual manner as lycopene and 
lycoxanthin; they occur in the ratio 1:3. As with Rsp. photometricum, 
Rsp. molischianum in our hands grew erratically and this precluded 
observations on the possible variations in carotenoid distribution with 


time. 
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The action of diphenylamine 


Diphenylamine specifically inhibits carotenogenesis in Phycomyces 
blakesleeanus (GoopWIN, 1952a), Rsp. rubrum (GoopWwIN and OsMAN, 
1953, 1954) and Chromatium sp. (Goopwin and Lanp, 1956b); at the 
same time it specifically stimulates the accumulation of more saturated 
polyenes: phytofluene, phytoene, ¢-carotene, neurosporene and, with the 
exception of phytoene, the corresponding monohydroxy-derivatives. 
Diphenylamine has the same general effect on the three R. palustris 


Table 11. The polyenes present in diphenylamine cultures of various strains 
of R. palustris 
(Polyenes in order of increasing adsorptive affinity) 


Strain number (% of total polyenes present) 


lee ag 8252 | 8288 8289 = 
Diyas oo bs aoe © | present present, 69.8 trace 
Physotluene satan | A) 18.7, 6.8 | not detected 
C-Garokene. . 9.0. |. -) Se | trace | trace trace 4.4 
Pigmontcd ensb ide hia ie Rar ER ees a | absent 
Neurosporene ...... | absent / absent |», 15.6, 13.0, 22.7 
Lycopene i. aa... sl es . | absent | absent 20.7, trace, 3.0 
Picmentey ese. eeg hacia 6.9 | absent trace, 4.6 
PP AS Letanten tae as 3P fat | absent | L340 A Peet GB Pe 
Spirilloxanthin. .... . ee 6.4, 0 17.7, A Loe 
Phvtoluenolas.ccmein ene | absent | 0.7, 4.4 absent 
Hydroxy-f-Carotene . . . | trace trace 9.1, . 83711322 
Hydroxysd? 6 a tones 17.9 12.8, 8.2 ? trace 
Hydroxyneurosporene . . | absent trace 9.9, 53.4, 39.9 
iaycoxanthine see se | absent absent 00.0, trace, 3.0 
IH varoxy= in se «nate ar | ? trace | 7.6, trace absent 
Hydroxy /-4a70ee een, 7,7 seinen Gad CR pe AO cen 3 | 
Demethylated | 14.1, 4.3 
spirilloxanthm. ..... | 7.4 1:3; nmese 
Dihydroxyneurosporene. . — absent | absent, 1.3 


strains examined (Table 11). The two most important points emerging are 
a) strain $289 differs from the other two in synthesizing relatively large 
amounts of the hydroxy-compounds; b) two new polyenes have been 
observed, one of which appears to be a monohydroxy-derivative of the 
other; the hydrocarbon (pigment A) must be closely related to pigment Z 
of Listnsky and ZECHMEISTER (1954) which was produced by the partial 
hydrogenation of lycopene. The presence of Y and hydroxy-Y in 
diphenylamine cultures of R. palustris is also noteworthy. 
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The effect of diphenylamine on R. gelatinosa and R. capsulatus is very 
similar to its effect on R. spheroides (GoopwIn et al., 1955). It inhibits 
growth rate in the early stages but has very little effect on pigmentation. 


Discussion 


As all the well authenticated members of the Athiorhodaceae except 
Rsp. fulvum, which was unobtainable, have now been examined, Table 12 
has been drawn up to summarize the carotenoid distribution in this 
family and to help in the identification of a species through pigment 
analysis. Relevant comments have been given as footnotes but it should 
also be noted that whilst Chromatium spp. (Thiorhodaceae) contains the 
same carotenoids as R. palustris (GOODWIN and Lanp, 1956b), the green 
sulphur Chlorobium spp. are entirely different, synthesizing mainly y- 
carotene (Goopwin and Lanp, 1955; 1956a). Finally, it is interesting 
that, using carotenoid distribution as criterion (VoLK and PENNINGTON, 


Table 12. The distribution of the main carotenoids in anaerobic cultures of various 
Athiorhodaceae 
(x-indicates the presence of a pigment, a = absence, and ? = the possibility of its 
presence in traces) 


Bacterium 
s | S 
g Ss § s 
Pigment = % 3 % g&§ 3 
gs 3 ‘3s aS ae 8 2 
$s = $ S $'S s S 
ets = a = eS > -38 a 
$s 2 8 3 Sy SRS as a 
2s Aes Ss “ S ss % Ss x 3 
mas as mS ie as x's me 
| | | 
Lycopene . | * | ? x x XK Sa Sl aes 
P 4S1 acer ylie REE XE a Bre. lex x 
Y x x By, dee 7® oho a a 
eee Pes SBS oe x Deeeleat x Ballance a a 
Soke: . if | i} 
Spirilloxanthin . gees il dae Seg lee a 2 eee BS ex 
: | 2 | 
Lycoxanthin Ve. Ce pit x a x Si eek 
Hydroxy-P 481 a ee ee x a a x x 
: ; 
Hydroxy-Y . aie XCF Wr a x a a a 
| | | . 
P 512 (DR. 3 2 Bae A5 a a a a a 
| | | ; « 
Hydroxy-k . . SERRE Bites gn liege < a a a 
| 
(?) Demethylated | | Bee a 
Az ; | paale yes 
pomiloxanthinwmccm 1) a |e Ay} Keg) Bi |e | 


1 In these species whilst Y and hydroxy-Y preponderate in anaerobic (brown) 
cultures, R and hydroxy-R preponderate in aerobic (red) cultures. 

2 Lycoxanthin is absent from anaerobic cultures of one strain of Rf. palustris 
examined. ; vate 

3 Spirilloxanthin represents only about 30% of the total pigmentation in young 
(23—36 hr.) Rep. rubrum, but 90—95% in mature cultures. 
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1950), Rhodomicrobium vannielii should be firmly placed in the Athao- 
rhodaceae, although it is very doubtful from morphological considerations 
whether it should be placed in this family (DucHow and Dovetas, 1949). 

With regard to the missing Rsp. fulvum, one can conclude from the gross 
absorption spectrum of the pigment extract recorded by GIERSBERG 
(1947), that the carotenoid distribution in this bacterium would be very 
similar to that in Rsp. molischianum. 


Summary 


1. Three strains of R. palustris synthesize lycopene, P 481, spirillo- 
xanthin, lycoxanthin, hydroxy-P 487 and “demethylated”’ spirillo- 
xanthin under both aerobic and anaerobic conditions. One strain (8289) is 
characterized by a high relative concentration of lycoxanthin. 

2. R. capsulatus and R. gelatinosa synthesize lycopene, Y, R, hydroxy-_ 
Y and hydroxy-R; the latter produces in addition spirilloxanthin and a 
new pigment, P 5/2. In both bacteria Y and hydroxy-Y predominate in 
anaerobic cultures and R and hydroxy-R in aerobic cultures. 

3. Rsp. photometricum synthesizes lycopene, P 481, lycoxanthin, 
hydroxy-P 487 and lycophyll and Rsp. molischianum, lycopene and 
lycoxanthin only. 

4. Diphenylamine stimulates the synthesis of more saturated polyenes 
in R. palustris but has little effect on R. gelatinosa and R. capsulatus. 


Thanks are due to Miss Beryt M. Earns for enthusiastic technical assistance 
and to the Medical Research Council for a grant towards laboratory expenses. 
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Untersuchungen tiber die Wirkung von 
Ascorbinsaure, Stoffwechselgiften und anderen Faktoren 
auf den Stoffwechsel von Clostridium butyricum Prazm* 


Von 
CHRISTA LEHMBERG 


Mit 10 Textabbildungen 
(Hingegangen am 10. Februar 1956) 


Die Schwierigkeiten der Anaerobentechnik (ausfiihrliche Darstellung 
bei MEyER u. PintscHMaNN, 1939) wurden behoben, indem neuerlich 
mit reduzierenden Substanzen, Ascorbinsiure, Cystein, Glutathion oder 
Na-thioglykolat, das Wachstum von obligat Anaeroben in Luftgegen- 
wart ermoglicht wird (ALLYN u. BaLpwin, 1932). In diesem Zusammen- 
hang mufte es interessant erscheinen, den EinfluB der Ascorbinsiure 
auf die Endprodukte von Buttersiurebakterien zu untersuchen. Die 
vorliegende Arbeit gilt Cl. butyricwm Prazm. Dariiber hinaus sollte die 
Beeinflussung der Buttersiuregirung durch verschiedene Faktoren — 
Art der Kohlenstoffquelle, Wasserstoffionenkonzentration — und der 
Verlauf der Garung unter Zusatz verschiedener Stoffwechselgifte an 
Hand der Garprodukte verfolgt werden. 


Methodik 
I. Die Ziichtung der Bakterienkulturen 


1. Der Bakterienstamm und seine Systematik. Die in der nachfolgenden 
Arbeit angestellten Garungen wurden mit einem Stamm von Cl. butyricum Prazm. 
aus der Sammlung des Institutes fiir Mikrobiologie in Gottingen durchgefiihrt. 
Der vorliegende Stamm ist von Herrn Dr. H. Stroup aus Gartenerde als Hinzell- 
Kultur isoliert worden. 

Die Systematik der saccharolytischen Clostridien beruht nach Brercry, ,,Manual 
of Determinative Bacteriology“ (1948), auf der Vergarbarkeit bestimmter Kohlen- 
stoffquellen. Es wurde daher, zunachst qualitativ, das Verhalten des Versuchs- 
stammes auf verschiedenen C- Quellen untersucht. Es gelang jedoch nicht, ihn einer 
Art zuzuordnen. RicHaRrp (1948) untersuchte 260 aus verschiedenen Substraten 
isolierte saccharolytische Clostridienstaémme hinsichtlich ihrer morphologischen 
und physiologischen Eigenschaften und kam zu dem Ergebnis, da es unmdglich 
ist, das Garvermégen zur Klassifizierung der nicht gelatineverfliissigenden Butter- 
siurebakterien zu verwenden, denn die Variabilitait der einzelnen Stémme ist zu 


* Gekiirzte Fassung der Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitat Gottingen ,,Untersuchungen zum Stoffwechsel von 
Clostridium butyricum Prazm“. 
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groB. Im Unterschied zu den Untersuchungen von Stop (1955), dessen Stamm ich 
verwendete, konnte Lactose und Raffinose nicht verwertet werden, was als ein 
weiterer Beweis fiir die biochemische Variabilitat dieses Bakteriums gelten mag. 
Unter diesen Erwagungen werden mit Ricuarp die in Brercrys Manual beschrie- 
benen Arten der Buttersiurebakterien als Synonyma von Cl. butyricwm Prazm. 
aufgefaBt und der in der Arbeit verwendete Versuchsstamm als Cl. butyricum be- 
zeichnet. 

Die analytischen Untersuchungen machten es erforderlich, ein einheitliches 
Zellenmaterial in die Hand zu bekommen. So wurden aus der Reinkultur der Samm- 
lung nochmals Einsporisolierungen mit Hilfe des Mikromanipulators vorgenommen, 
die dann das Ausgangsmaterial der Versuche bildeten’. 

2. Die Kultur der Bakterien. Der iiber die Einzell-Isolierung gewonnene Ver- 
suchsstamm wurde auf 0,5% Fleischextrakt + 19% Glucose-Agar in Petrischalen im 
Anaerobentopf bei 37° C kultiviert und alle 2 Monate iibergeimpft. Um eine Degene- 
ration zu vermeiden, wie sie BREDEMANN (1909), BucksTHEG (1934), PELDAN (1939), 
KutzENoK und AscHNER (1952) bei langerer Ziichtung auf Laboratoriumsnahr- 
béden beobachtet haben, wurden bei der Uberimpfung durch Erhitzen auf 80° C 
(5 min) die vegetativen Zellen abgetétet. Die erwihnten Degenerationserscheinungen 
machen sich durch das Auftreten atypischer Zellformen und durch Veranderungen 
in der Zusammensetzung der Garprodukte bemerkbar. 

Als Nahrboden fiir die Wachstumsversuche diente eine Lésung von 0,5% Difco- 
Fleischextrakt + 2% Glucose. Zur Neutralisation der auftretenden Saiuren wurde 
der Nahrlésung gefalltes CaCO, (19%) oder SoRENSEN-Phosphatpuffer zugesetzt. Der 
pu-Wert wurde auf py 7 eingestellt. Da fiir die Wachstumsversuche unterschied- 
liche, den Erfordernissen des Versuches entsprechende GefaBe verwendet wurden, 
wird dies bei den einzelnen Versuchen erwahnt werden. 

3. Die Herstellung der ruhenden Zellen. Zur Herstellung der ruhenden 
Zellen wurde von der Stammkultur auf der Agarplatte in ein Reagensglas mit 
10 ml Nahrlosung (0,5% Fleischextrakt + 2° Glucose + 0,194 Na-ascorbinat) 
abgeimpft. Nach etwa 16 Std, wenn in der Kultur eine starke Garung eingetreten 
war, wurde mit ihr ein gr6Beres Réhrchen mit 50 ml derselben Nahrlésung versetzt, 
das wiederum als Impfmaterial fiir einen 2 ]-Rundkolben mit 2 1 Nahrlésung diente. 
Bei der Uberimpfung mit einer girenden Kultur eriibrigte sich der Ascorbinsiure- 
zusatz. Das Redoxpotential sank schon durch den Zusatz der girenden Zellen auf 
den fiir das Anaerobenwachstum notwendigen Wert. Auf dem Héhepunkt der 
Garung, bevor ein Absinken der Zellen eingetreten war, wurde die Bakterienmasse 
abzentrifugiert, zweimal in Pufferlbsung gewaschen und in der jeweiligen Versuchs- 
lésung suspendiert. Die Zellsuspension wurde densitometrisch mit einem Leitz- 
Kompensationsphotometer unter Verwendung des Lichtfilters 495 mu gemessen 


und so eingestellt, daB die Zellkonzentration in der ruhenden Kultur 10° Zellen/ml 
betrug. 


II, Die analytischen Methoden 


Nach Abschlu8 der Garungen wurde die chemische Analyse der Garlésung vor- 
genommen. Dazu wurde die Kulturlésung mit Wasser auf das Ausgangsvolumen in 
einem MefSkolben aufgefiillt und so die durch Verdampfung bei der Sterilisation und 
der Bebriitung entstandenen Wasserverluste ausgeglichen. Die Zellen wurden durch 
Zentrifugieren abgetrennt und die Analysen in der iiberstehenden Lésung ausge- 
fiihrt. Zunachst wurde die Wasserstoffionenkonzentration mit einem Me- 
trohm-Mefgerait Type E 196 und einer Glaselektrode gemessen. Der Restzucker 


*Herrn Prof. Dr. R. Meyer danke ich fiir die freundliche Unterstiitzung bei der 
Mikromanipulation. 
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wurde nach der Methode von LEHMANN-MAQuENNE-SCHOORL (in Kuery, 1932) be- 
stimmt. Qualitativ konnten die Fettsiuren und Alkohole — nach Oxydation 
za den entsprechenden Fettsiuren — papierchromatographisch nachgewiesen 
werden (Brown, 1950). Bei der quantitativen Bestimmung wurden die Fettsiuren 
mit Hilfe einer Wasserdampfdestillation von der iibrigen Garlésung getrennt 
(FRIEDEMANN, 1938). Das Destillat wurde mit 0,1n NaOH aus einer Mikrobiirette 
unter Verwendung von Phenolphthalein als Indicator titriert. Bei Titration 
schwacher Sauren wirkt die Kohlensaure der Luft sehr stérend. Um den Umschlags- 
punkt besser erkennen zu kénnen, war es von Vorteil, das TitrationsgefaB zur Ver- 
drangung des CO, mit einem CO,-freien Luftstrom, den eine Phywe-Membran- 
pumpe erzeugte, einige Minuten zu beliiften. Der Anteil der Essigsiiure und Butter- 
sdure in der wasserdampffliichtigen Gesamtsiuremenge wurde durch Verteilung 
zwischen zwei Lésungsmitteln nach BrHrens (in Kern, 1932) bestimmt. Dieses 
Verfahren hat gegeniiber der sonst iiblichen Duciauxdestillation den Vorteil der 
schnelleren und einfacheren Durchfiihrung bei gleicher Genauigkeit. Die Destillation 
der fliichtigen neutralen Produkte erfolgte aus schwach alkalischer Lésung. In den 
ersten 50% des Destillats sind Athanol, n-Butanol und Aceton vollstandig ent- 
halten und unter besonderen Vorkehrungen — Apparatur ohne bemerkenswerten 
Riickflu8 und Umwicklung des aufsteigenden Teils des Uberleitungsrohres mit 
Asbestgarn (Nets, 1952) — 53,5 + 1% des Acetoins. Im aliquoten Teil dieses 
Destillats wurden die Alkohole nach der Methode von WERKMAN u. OsBuRN (1931) 
mit K,Cr,O, in phosphorsaurer Lésung zu den entsprechenden Fettsauren oxydiert 
und dann nach der oben erwaihnten Methode bestimmt. Bei der Bestimmung des 
Aceton und Acetoin in demselben Destillat gaben colorimetrische Bestimmungen 
nach SNELL (in Netsu, 1952) bzw. nach WESTERFELD (1945) befriedigende Ergeb- 
nisse. 
Versuchsergebnisse 


I. Hinfluf der Ascorbinsdure 


1. Wachstumsverlauf von #. coli und Cl. butyricum bei 
Zusatz von Ascorbinsaure. 

EnRISMANN (1936) fiihrte die Ascorbinsaure als Zusatz fiir die Kultivierung der 
anaeroben Bakterien in Luftgegenwart ein. Die giinstige Wirkung der Ascorbin- 
siure beruht auf einer Senkung des Redoxpotentials. Unbeimpftes Kulturmedium 
hat ein Redoxpotential Zh von ungefihr 0,3 V. Beimpft man dieses Medium mit 
aeroben Bakterien, so fallt der Hh-Wert auf —0,2 V. Das Enzymsystem der An- 
aeroben kann sich aber erst bei einem Lh-Wert von —0,2 V entfalten. Durch ihren 
Stoffwechsel wird das Kulturmedium bis zu einem Hh-Wert von —0,4 V weiter redu- 
ziert, die Anaeroben sind aber unfahig, aerobe Nahrlésung zu reduzieren. Durch den 
Zusatz reduzierend wirkender Stoffe wird nun ein geeignetes Redoxpotential fiir 
das Anwachsen der Anaeroben geschaffen. 

Im ersten Versuch sollte die Ascorbinsdurewirkung auf aerobe und 
anaerobe Bakterien untersucht werden. 

Das Normalpotential des Systems Ascorbinsaiure/Dehydroascorbin- 
saure ist wegen der Instabilitit der oxydierten Form schwer zu bestimmen. 
Nach Stabilisierung des Systems mit einem Redoxindicator fand Batu 
(1937) ein Normalpotential #; = 60 mV (30°C, Pu 7). REED u. ORR 
(1943) bestimmten in einem Medium mit 0,1 °, Ascorbinsaure ein Redox- 
potential Hh = —175 mV. Das Redoxpotential ist vom Verhaltnis oxy- 
dierter zu reduzierter Form abhangig, nicht von der absoluten Menge. 


Extinktion 


Extinktion 
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Ein auffilliger Unterschied besteht jedoch in der Beschwerung des 
Systems. Deshalb schien es gerechtfertigt, verschiedene Ascorbinsaure- 
konzentrationen zu verwenden. Der Wachstumsverlauf wurde in Rea- 
gensglisern mit gleicher Lichtabsorption im Leitz-Kompensationsphoto- 
meter densitometrisch verfolgt. 
Aus Abb. 1, die das Wachstum von £. coli in Gegenwart von Ascorbin- 
siure zeigt, geht hervor, daB trotz Senkung des Redoxpotentials durch 
die Ascorbinséure keine 


71,4 : 
hemmende Wirkung be- 
he obachtet werden konnte. 
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f Ein Uberblick iiber die 


Literatur erzeugt ein un- 
einheitliches Bild von dem 
AscorbinsaéureeinfluB auf 
aerobe Bakterien. Beobachtungen einer Wachstumsstimulanz (GuHA 
u. Gupra, 1937) widersprechen darin denen einer Wachstumshemmung 
von Aeroben, u. a. #. coli, (EHRISMANN, 1942). (Zusammenfassende Dar- 
stellung bei Eppy u. Inaram, 1953.) ; 

Abb. 2 stellt das Verhalten des streng anaeroben Bakteriums C1. 
butyricum auf Ascorbinsiiure dar. In der Kontrolle und bei 0,001% As- 
corbinséure war nach 36 Std noch keine Triibung eingetreten. In der 
héchsten Ascorbinsiurekonzentration begann, wie erwartet, das Wachs- 
tum zuerst, und zwar 3 Std nach der Beimpfung. Im Abstand von je 
2 Std spiiter erfolgte der Beginn des Wachstums in den Ascorbinsiure- 


6 
Wachstumsze/t 


Abb. 2. Wachstumsverlauf von Cl. butyricwm bei Ascorbin- 
siurezusatz im Vergleich zum Wachstum in N, oder 
CO,-Atmosphiire 
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konzentrationen von 0,1 und 0,01%. Zum Vergleich wurde das Wachs- 
tum in Rohrchen mit N,- und CO,-Atmosphiire, ohne Ascorbinsaure, 
verfolgt. Vor der Beimpfung wurden die Reagensglaser einige Minuten 
lang mit O,-freiem, durch Watte filtriertem N, bzw. CO, begast und mit 
einem Gummistopfen verschlossen. Das Wachstum in den begasten 
Réhrchen verlief im wesentlichen wie bei Ascorbinsiurezusatz. In CO,- 
Atmosphire war eine Triibung nach 6 Std, in N,-Atmosphare nach 7 Std 
zu erkennen. Dieses Ergebnis stimmt mit den Versuchen von SToLp 
(1955) tiberein, die zeigen, daB das Redoxpotential bei Vitamin C-Zusatz 
schneller abfallt als in N,-begasten Kulturen und dai demzufolge das 
Wachstum in Ascorbinsiurekulturen etwas eher beginnt. Auf die Héhe 
des Wachstums hatte der Ascorbinsdurezusatz keinen Einflu8. Nach 
24 Std wurde in allen Réhrchen eine Extinktion von 1,7 gemessen. Im 
Unterschied zu Aeroben, bei denen das Wachstum schon nach 6 Std be- 
endet war, wuchsen die Anaerobier sehr viel langsamer. 


Versuche, den EinfluB der Ascorbinsaéure mit der WarpuraG-Technik zu ver- 
folgen, verliefen ergebnislos, weil offenbar durch Oxydation der Ascorbinsaure 
selbst ein erheblicher Sauerstoffverbrauch stattfand; dieses Ergebnis deckt sich 
mit der von KANDLER u. Mitarbeitern (1956) gemachten Angabe. 


AbschlieBend sei noch erwahnt, daB die Impfmenge von groBer Be- 
deutung fiir das Anwachsen der Anaerobier ist. Oft reicht eine groBe 
Impfmenge zur Einstellung eines fiir Anaerobenwachstum geeigneten 
Redoxpotentials aus, so daB auch ohne Zusatz einer reduzierenden Sub- 
stanz in Sauerstoffgegenwart Wachstum moglich ist. Nach REED u. ORR 
(1943) ist fiir das Anaerobenwachstum bei beschwertem System, d. h. 
bei Zusatz eines Redoxsystems, eine Impfmenge von 0,01%, bei un- 
beschwertem System dagegen 1% notwendig. Die Untersuchungen von 
Sroup (1955) zeigen ebenfalls die Bedeutung der Impfmenge fir das 
Wachstum von Ol. butyricum in Vitamin C-Kulturen. Es konnte auBerdem 
eine Abhangigkeit der Impfmenge von dem Substrat festgestellt werden: 
in einfacher zusammengesetzten Substraten sind gréBere Impfmengen 
erforderlich als in komplexen Medien. 


2. EinfluB von Ascorbinsaéure auf die Garprodukte von 
Cl. butyricum im Vergleich zu anaeroben Verhaltnissen. 


Als KulturgefaBe wurden 200 ml Erlenmeyer-Kolben mit 150 ml Flissigkeit be- 
schickt. Eine so hohe Fliissigkeitsschicht mit entsprechend geringer Oberflache half 
die gewiinschte Verminderung des Sauerstoffdruckes in der Nahrlosung zu erreichen. 
Die Beimpfung erfolgte mit einer pasteurisierten Sporensuspension. Zur Pufferung 
der auftretenden Sauren war dem Substrat, der iiblichen Glucosebouillon, 1%,CaCO 3 
(Ca) in der einen Reihe zugesetzt, die andere enthielt SORENSEN Phosphatpuffer 
pu 7 m/7,5 (P). 0,1% Na-ascorbinat (A) wurde steril vor der Beimpfung zugefiigt. 
Die Kontrollkolben befanden sich im Anaerobentopf im Vakuum, der Restsauer- 
stoff wurde von Pyrogallol in 25% Sodalésung verbraucht. 
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Der Unterschied bei den Garprodukten von Cl. butyricum unter Zu- 
satz von Ascorbinsiure im Vergleich zu anaeroben Verhaltnissen stellt 
sich nach Tab. 1 als bei weitem geringer dar als der Unterschied, der sich 
aus den beiden Puffersystemen ergibt. Im einzelnen war die Differenz im 
Glucoseverbrauch zwischen Kolben Nr. 1,2 und 3,4 durch das Abfangen 
der Saiure durch CaCO, zu erklaren, waihrend die Pufferkapazitat auf der 
anderen Seite nicht ausreichte, um einen vollstiindigen Glucoseverbrauch 
zu erzielen. Essigsiure trat in allen Ansiatzen in nahezu gleicher pro- 
zentualer Menge auf, wihrend die Buttersiureproduktion durch CaCO, 
stark gefordert war. Auf diese Weise ging das Verhaltnis BS: ES = 2:1 
bei Phosphatzusatz in CaCO,-Anwesenheit in das Verhaltnis 3 : 1 tiber. 


Tabelle 1. Hinflup der Ascorbinsiure auf die Garprodukte von Cl. butyricum 
Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 


| Glucose- | fax 2 tear vl GO ety 
End-px es BS | ES | But. | Ath. ar 
/ 

Lig Od OpoAs: Peet metAnRaSS 55,4 55,9 | 27,1 | 11,05 5,44 | 55,9 
2 | anaerob;P .. . .| 5,06 52,8 63,1 | 24,1) 8,65 | 3,57 | 61,3 
3 | 0,196.43. Ca SA wseek Jie5342 91,2 73,2 | 23,6 | 1,46) 1,27 | 56,3 
4 | amaerob;Ca .. . .| 5,30 98,2 | 69,3 | 25,9 | 2,27] 1,13 | 62,4 

Aceton und Acetoin in Spuren BS = Buttersaure 

eee ES = Essigsiure 

CBil. — C-Menge der ea tia x 100 pens ts 

C-Menge der verbr. Glucose Ath f ktierol 


Die neutralen Produkte waren in den CaCO,-GefaBen zu geringerem An- 
teil vorhanden. Als Erklarung hierfiir mag dienen, daB die Ca-Salze der 
Fettsiuren offenbar nicht von den Bakterien zu den entsprechenden 
Alkoholen weiterverarbeitet werden kénnen. 


Der Unterschied zwischen dem Wachstum bei Ascorbinsiurezusatz 
und im Vergleich zu anaeroben Verhiltnissen war, wie schon gesagt, 
weit weniger hervorstechend. Es lieB sich kein EinfluB in einer be- 
stimmten Richtung festlegen. Bei Phosphat- und Ascorbinsiiurezusatz 
war die Alkoholausbeute ein wenig erh6ht, wihrend in den Ansiatzen mit 
CaCO, umgekehrt unter anaeroben Bedingungen mehr neutrale Produkte 
gefunden wurden. Es gelang nicht immer, diese Unterschiede bei zeit- 
lich verschiedenen Parallelversuchen zu reproduzieren. Auch der Fall 
volliger Unterschiedslosigkeit trat auf. Eine eindeutige Beeinflussung 
der Endprodukte lieB sich also nicht festlegen, vielmehr liBt sich 
allgemein folgern, daf die Bedeutung der Ascorbinsiiure in der Schaffung 
eines geeigneten Milieus liegt, d.h. in der Einstellung eines negativen 
Redoxpotentials fiir das Anwachsen der anaeroben Keime. Fiir den 
Garungsverlauf hat sie offensichtlich keine Bedeutung. 
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Es mag an dieser Stelle auf die vielfach beobachtete schlechte Re- 
produzierbarkeit der Versuchsergebnisse bei Buttersiurebakterien hin- 
gewiesen werden, die auf Degenerationserscheinungen zuriickzufiihren 
ist (BERNHAUVER, 1939; ArBI, 1951; KurzEnoxk u. ASCHNER, 1952). So wird 
nach KuTzENoK von degenerierten Zellen weniger Butanol, Isopropanol 
und Aceton, stattdessen mehr Saure gebildet, auch wird auBerdem der 
Zuckerverbrauch vermindert. Zur Verhinderung der Degeneration wird 
ein Hitzeschock oder eine Maismaische- oder Erdpassage empfohlen. Bei 
meinem Versuchsstamm war trotz Pasteurisierung bei jeder Uber- 
impfung eine Abnahme der Acetonmenge im Verlauf der Arbeit zu ver- 
zeichnen. Am Anfang der Arbeit wurde durchschnittlich 1—2 mM/l 
Aceton gegeniiber héchstens 0,1 mM/I bei spiteren Versuchen gebildet. 

Die CO,-Bildung wurde bei der Analyse der Endprodukte nicht be- 
rucksichtigt. Aus Versuchen von vAN DER LEK (1930) sowie OsBURN 
u. Mitarb. (1937) ergibt sich ein Anteil von durchschnittlich 38,4 -+- 1,9% 
des Kohlenstoffs der Glucose im CO,. Bei Beriicksichtigung dieser Er- 
gebnisse lieB sich eine Kohlenstoffbilanz aufstellen, aus der hervorging, 
daB in den sauren und neutralen Endprodukten 61,6°% des Kohlenstoffs 
enthalten sein miissen. 


Die Ergebnisse der Tab. 1 stehen im Gegensatz zu Untersuchungen von Prevor 
u. TAFFANEL (1946), die den EinfluB von 2 mg-% Ascorbinséure in 1% Glucose- 
bouillon auf verschiedene pathogene Anaerobier verfolgten. Die Autoren erhielten 
bei Ascorbinséurezusatz die 2fache Menge an fliichtigen Saéuren bei Cl. perfringens, 
die 3fache bei Cl. histolyticwm und L. nitritogenes, eine 4fache bei Cl. fallax und eine 
7Tfache bei Cl. pseudofallax. Die Arbeit enthalt leider keine Angaben iiber die ab- 
soluten Mengen der fliichtigen Séuren. Mit Eppy u. Incram (1935) kann man aber 
wohl annehmen, daB bei dem auBerst geringen Ascorbinséurezusatz eine solche 
Zunahme der fliichtigen Sauren nicht gut denkbar ist. Deprc u. Kocu (1955) fanden 
bei dem fakultativ anaeroben Bakterium Bac. asterosporus in Gegenwart von As- 
corbinsaure eine stark verminderte CO,-Bildung bei gleichem Trockengewicht und 
schlieBen auf eine Verschiebung des Stoffwechselverlaufes zur anaeroben Seite. 


Dagegen konnten eigene Untersuchungen tiber den Ascorbinsiure- 
einfluB auf die alkoholische Gairung der Hefe-Frohberg keinen Unter- 
schied gegeniiber der Kontrolle verdeutlichen. KaurmMann (1951) konnte 
bei seinen energetischen Untersuchungen mit derselben Hefe ebenfalls 
keine Hemmung der Atmung und damit auch keinen Einflu8 der Ascor- 
binsaure auf den 6konomischen Koeffizienten feststellen. 


II. Verteilung der Gérprodukte im zeitlichen Ablauf 


Tn einem Zeitversuch sollte der Verlauf der Garung verfolgt werden. Fiir diesen 
Versuch wurde ein 2 1-Rundkolben mit 50 ml einer giirenden Kultur beimpft und 
bei 37° C bebriitet. Als Grundsubstrat diente 0,5% Difco-Fleischextrakt, als Kohlen- 
stoffquelle wurde Glucose in 2%iger Lésung verwendet. Zur Pufferung enthielt die 
Nahrlésung SérENSEN-Phosphatpuffer px 7 m/15. Alle 7 Std, gegen Ende der @k- 
rung jedoch in gréferen Intervallen, wurden Proben entnommen und die Garung 
durch Zusatz von H,SO, gestoppt. 


DA 
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Den Girverlauf gibt die Abb. 3 wieder. Mit dem Einsetzen des Wachs- 
tums ging eine Abnahme der Glucosemenge einher, doch verlangsamte 
sich dieser ProzeB mit dem Sinken des py-Wertes. Nach 45 Std Garzeit 
war der py-Wert auf py 5 gefallen. Die erste Probeentnahme nach 7 Std 
zeigte hauptsdchlich Essigsiure als Endprodukt. Aber schon nach 14 Std 
hatte sich der Buttersiureanteil verdoppelt. Der pq-Wert fiel anfangs 
sehr stark ab, nach 28 Std vergréBerte sich aber die Wasserstoffionen- 
konzentration nur noch geringfiigig, obwohl die Saureproduktion noch 
langst nicht abgeschlossen war. AEBI (1950) machte dieselbe Beob- 


achtung bei Cl. butylicum und 
Lael: 


oH omM mi erklart sie mit dem Auftreten 
von Puffersubstanzen, die als 

I 1 batorodlt Folge der proteolytischen Ei- 

io |- i. Suttersiwre J. genschaften des verwendeten 

ate ig Organismus anzusehen sind. 
30 In dem vorliegenden Versuch 
ASE lieB sich die geringe Abnahme 
2 + A A — Ssigstice des py-Wertes allein durch 
el die puffernde Wirkung der ent- 

a a! 10 rane ns stehenden schwachen Sauren 
ene butanol erkliren. Bei der geringen 

3 _Rettand/|,  Athanol- und Butanolausbeute 


7 konnte natiirlich keine Ab- 
: wash f nahme der Saéuremenge und 

Abb. 3. Giarverlauf in einer wachsenden Kultur von . 4 - 
Ol, bulyricam ein Anstieg des py-Wertes bei 

der Bildung der Alkohole be- 

obachtet werden, wie es fiir Cl. acetobutylicum charakteristisch ist 
(SPEAKMAN, 1920; PrrERSON u. FrepD, 1932). Bei Cl. butylicum nimmt 
auch zur Zeit gréBter Produktion an neutralen Verbindungen die ab- 
solute Siiuremenge zu (VAN DER LEK, 1930; OsBuRN, 1937; Arsr, 1950). 
Der Nachweis auf Brenztraubensiure (Methode nach SNELL u. SNELL, 
1953) fiel positiv aus, ein Beweis, daB Brenztraubensiure als Zwischen- 
produkt bei der Buttersiuregirung auftritt. PELDAN (1930) konnte 
Brenztraubensiure auch bei seinen Versuchen mit Cl. saccharobutyricum 


nachweisen. In seinem Abbauschema steht Brenztraubensaiure an 
zentraler Stelle. 


IS 
Versuchsdauer 


III. Einfliisse des Milieus auf ruhende Bakterien 
1. Alter der Bakterienkultur 
DAVIES u. STEPHENSON (1941) berichten, daB der Girverlauf bei der 
Butanol-Aceton-Girung vom Alter der Kulturen insofern abhingt, als 
erst nach dem Auftreten von Aceton in den Elternkulturen die Tochter- 
kulturen zur normalen Girung befahigt sind. Um nun den EinfluB des 
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Alters der Zellen bei Cl. butyricum zu untersuchen, wurde nachstehender 
Versuch angesetzt. Aus einer wachsenden Kultur in einem 2 1-Rund- 
kolben wurden zu den in Tab. 2 angegebenen Zeiten ungefahr 300 ml 
entnommen, zentrifugiert und dann auf zwei GefaBe mit Phosphatpuffer 
und Glucose verteilt. 


Tabelle 2. Vergdrung von Glucose (2%) in Phosphatpuffer pu 7 m/7,5 durch ruhende 
Zellen von Cl. butyricum aus verschieden alten Bakterienkulturen 


Rene ae : End-py- Wert mg N/100 ml cence 
a 
14 6,55 | 4,98 LB 63,4 
21 5,85 |) 4.08 1,7 | 57,9 
28 5,15 4,96 1,75 | 54,8 
35 4,95 5,03 1,31 57,0 
46 4,78 | 8,83 1,06 51,3 
57 4,7 4,88 1,82 S1,l 
82 4,58 | 4,89 2,16 37,5 


Wie Tab. 2 zeigt, verminderte sich die Menge der vergorenen Glucose 
je Milligramm Stickstoff der Bakterienmasse mit dem Alter der Zellen. 
Kinem Glucoseverbrauch von 63,4°%/mg N 14 Std nach der Be- 
impfung stand ein Glucoseverbrauch von nur 37,5°%/mg N nach 82 Std 
gegentiber. Der Grund dafiir mag an dem erhéhten Anteil an toten 
Zellen mit zunehmendem Alter liegen, die ja bei der Stickstoffbestimmung 
miterfaBt werden. Die Stickstoffbestimmung wurde nach der tiblichen 
Kjeldahl-Methode durchgefihrt. 


Tabelle 3. Verteilung der Hndprodukte bei der Vergarung von Glucose durch ruhende 
Zellen von Cl. butyricum aus verschieden alten Bakterienkulturen. 


Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 


in ans BS ES , But. Ath, a eee 
14 56,2 35,0 6,8 1,63 64,5 
21 52,0 38,9 Tok 1,46 62,9 
28 59,2 31,4 7,22 1,80 59,6 
35 54,6 35,4 6,95 2,74 64,8 
46 52,9 33,0 9,54 4,32 46,0 
57 62,8 29,5 6,0 1,58 48,0 
82 52,4 37,7 6,4 3,2 36,8 


Bei der Berechnung der prozentualen Anteile der einzelnen End- 
produkte (Tab. 3) trat kein wesentlicher Unterschied hervor; lediglich 
die Alkoholausbeute bei den 46 Std alten Zellen fiel gré8er aus. Heraus- 
gestellt sei die Erscheinung, da® die Kohlenstoffmenge, die man in den 


Endprodukten wiederfindet, mit zunehmendem Alter geringer wird. 
23* 
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Das Alter der Zellen bis 82 Std bleibt also wirkungslos gegentiber der 
Zusammensetzung der Endprodukte. Um den Anteil der durch die Saéure- 
produktion geschidigten Zellen méglichst niedrig zu halten, wurden bei 
den nachfolgenden Versuchen mit ruhenden Bakterien die Zellen auf dem 
Héhepunkt der Garung geerntet, wenn einerseits geniigend Bakterien- 
masse gebildet, andererseits die Zellen noch nicht geschadigt waren. Der 
Hoéhepunkt der Garung war bei Beimpfung mit einer garenden Kultur- 
lésung nach 10—16 Std erreicht. 


2. Vorkultur 


Bei Versuchen mit ruhenden Zellen war die Frage von Interesse, in- 
wieweit der Gartyp vom Substrat des Anzuchtsmediums beeinflu8t wird. | 


In der sonst zur Gewinnung der ruhenden Zellen tiblichen Glucose- 
bouillon wurde die Glucose durch Mannit ersetzt. Auf Mannit werden 
namlich durch den Versuchsstamm Alkohole und Saéuren zu etwa 
gleichen Teilen gebildet, wie in einem spateren Versuch noch zu zeigen 
sein wird. LieS man nun die auf Mannit gewachsenen Zellen Glucose ver- 
giiren, so erfolgt bei der Vergarung von Glucose eine erhéhte Alkohol- 
ausbeute. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Tab. 4 dargestellt. Der 
Gartyp der Vorkultur, bedingt durch die verwendete Kohlenstoffquelle, 
hat also noch einen Einflu8 auf das Girverhalten der ruhenden Zellen. 


Tabelle 4. Vergdrung von Glucose (2%) in Phosphatpuffer pa 7 m/7,5 durch ruhende, 
verschieden vorkultivierte Zellen von Cl. butyricum. 
Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 


C- Quelle End-py- Glucose- ‘ _ : 

der Vorkultur Wert verbr. °/, BS ES But. Ath. 
1 Glucose... 4,5 100 56,1 38,2 4,11 1,58 
2 Glucose nears 4,6 100 56,2 38,3 3,89 1,55 
Mittl ....| 4,65 100 564,.°| a88,90°1 O60). | tee 
3 Mannitin... cl) 34,550 7 100 49.2" 11+ 36,6 10,3 4,18 
4 Mannit Pai). +3 4,65 100 61,3 35,8 9,35 3,6 
Mitte] ats e2c% 4,60 100 50,2 36,2 9,82 3,89 


3. Puffersystem 


Der folgende Versuch hatte zur Aufgabe zu priifen, ob die Art des 
Puffersystems einen Kinflu8 auf die Zusammensetzung der Endprodukte 
hat. So sollte fiir einen spiiteren Versuch auf dem Vorwege ein Puffer- 
system herausgefunden werden, welches im Vergleich mit dem Phosphat- 
puffer und seinem beschrinkten pq-Bereich méglichst viele py-Stufen 
umfaft. Es wurden folgende Puffersysteme bei pq 5,2; 6,8 und 8,0 ver- 
wendet : 
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1. Phosphatpuffer nach SORENSEN (pq 4,5—8,3) mit primirem K-phosphat und 
sekundarem Na-phosphat. Bei den verschiedenen pu-Stufen bleibt die Phosphat- 
menge konstant m/15. Der Kalium- und Natriumanteil wird jedoch verandert. 

2. Universalpuffer fiir py-Bereich 2—12 nach TrorEL, u. STENHAGEN (1939). 
Er enthalt wechselnde Mengen an n/10 HCl, gleichbleibend 0,02 n o-Phosphorsaure, 
0,02 n Citronensaure, 0,07% Borsaure und 0,07 n NaOH. 

3. Veronalpuffer nach MicHABLIs (pq 6,8—9,4) mit den Bestandteilen Veronal- 
natrium und n/10 HCl. 


Die Versuchsergebnisse sind in Tab. 5 dargestellt. Im Veronalpuffer 
wurde der Glucoseabbau durch Cl. butyricum vollstindig verhindert. Die 
Ursache mag in einer Hemmung durch Veronalnatrium zu suchen sein, 
nicht aber in einem Mangel an Phosphat, denn es ist anzunehmen, daf 


Tabelle 5. Verteilung der Endprodukte bet Vergdrung von Glucose durch ruhende Zellen 
von Cl. butyricum in verschiedenen Puffersystemen. 
Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 


Anf.-py- End-py- Glucose- F 
Wert Wert verbr. °/o BS ES But. Ath. 
12 5,18 4,2 6,2 57,0 15,2 14,5 12,7 
U 5,26 4,2 11,0 63,3 24,3 7,4 4,9 
12 6,9 4,45 65,5 Dost 42.0 3,8 0,56 
U 6,86 4,3 47,1 65,1 31,0 2,98 0,79 
Vv 6,9 6,6 a = = — — 
i? 8,08 5,3 68,7 46,5 39,7 6,4 ee 
U 8,14 4,3 47,8 61,6 32,7 2,28 3,5 
Vv 8,16 7,6 =e is iA “a ss 


P = Phosphatpuffer nach SORENSEN m/15 
U = Universalpuffer nach TEORELL u. STENHAGEN 
V = Veronalpuffer nach MIcHAELIs 


in den ruhenden Zellen geniigend Phosphat fiir Phosphorylierungen vor- 
handen ist. Solche Phosphorylierungen postulieren KoEPSELL u. JOHN- 
son (1942) aus Ergebnissen, die zeigen, daB Enzympraparate von 
Ol. butylicum zur Umwandlung von Brenztraubensiure anorganischen 
Phosphats bediirfen. 

Unterschiede im Glucoseverbrauch zwischen Phosphat- und Universal- 
puffer waren auf die verschiedene Pufferkapazitat zurickzufiihren: im 
sauren Bereich schien der Universalpuffer, im neutralen und alkalischen 
Gebiet der Phosphatpuffer eine gréBere Beschwerung zu haben. Die 
Bakterien wurden geschidigt, und demzufolge hérte die Garung auf, 
wenn der py-Wert auf ungefihr 4,3 gesunken war. Die Endprodukte 
unterschieden sich nicht wesentlich in ihrer Zusammensetzung, 1m 
Phosphatpuffer war die Alkoholausbeute ein wenig gréBer. Das Ver- 
haltnis Buttersdure : Essigsiure hatte sich im Universalpuffer zugunsten 


der Buttersaure verschoben. 
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So ergibt sich aus diesen Versuchen, dais zwar der Glucoseverbrauch 
als Folge der schnelleren Erschépfung des Universalpuffers vermindert 
ist, daB aber dieser Puffer sehr wohl fiir den Versuch zum Einflu8 der 
Wasserstoffionenkonzentration geeignet ist. 


4. Wasserstoffionenkonzentration 


Zunichst konnte im Universalpuffer nach TEORELL u. STENHAGEN der 
Garungsbereich festgelegt werden. Abb.4 stellt das Ergebnis eines 
solchen Versuches dar. Der untersuchte Stamm von Cl. butyricum war 

befahigt, Glucose im Be- 

DH Sf ae reich von pq 5—10 zu 
40 Mia vergiiren. Minimale Kon- . 

T Garorooukte Butersaure ; zentrationen an Fett- 

a Bi : 

sduren traten auch noch 
bei px 4,5 und pq 11,7 
auf. Wegen der geringen 
Menge war es jedoch 
nicht modglich, die An- 
teile an Essigsaure und 
Buttersiure zu bestim- 
men. Deshalb sind diese 


ids -pH Wert Analysenwerte nicht in 


Abb. 4. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die die Abb. 4 eingetragen. 
Verteilung der Endprodukte bei der Glucosevergiirung durch Res l derthock 
Cl. butyricum el PH 8 ag der hochste 


Glucoseverbrauch und 
die maximale Fettsiureproduktion. Es handelt sich hier jedoch nicht 
um das py-Optimum, wie ein nachfolgender Warspure-Versuch zeigen 
wird. Bedingt durch die geringe Pufferkapazitat stieg die Wasserstoff- 
ionenkonzentration im Verlauf der Giirung ziemlich schnell auf einen 
fiir die Zellen schidigenden Wert. Die Alkoholbildung war sehr gering, 
wie es ja schon der Vergleich verschiedener Puffersysteme fiir den 
Puffer nach TRORELL u. STENHAGEN gezeigt hatte. Athanol und Butanol 
konnten daher nicht ohne groBen Fehler getrennt werden und sind als 
Summe eingetragen. Abb. 4 verdeutlicht weiterhin: im Bereich des 
héchsten Glucoseverbrauches d.h. von py 6—9, ist der Buttersiure- 
anteil der Endprodukte besonders groB. Buttersiure und Essigsiure 
werden etwa im Verhiiltnis 2:1 gebildet. Dieses Verhiltnis verschiebt 
sich zugunsten der Essigsiure bei pp 5 und 10. Die Alkoholausbeute 
steigert sich ebenfalls mit der Entfernung vom Girungsoptimum. 

Abb. 5 gibt AufschluB iiber das py-Optimum, den py-Wert, bei dem 
der Stoffwechsel seine gréBte Intensitiat erreicht. Dieser Versuch wurde 
mit Hilfe der Warpurcschen manometrischen Methode durchgefiihrt 
(UmBReIT, 1951; Kempner, 1933). 
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Jedes Warsurc-GefiB wurde mit 2 ml Fliissigkeit (Phosphatpuffer + 1% 
Glucose + Zellen) beschickt. Zur Herstellung von anaeroben Bedingungen wurde 
zu Beginn des Versuchs einige Minuten lang mit Stickstoff, der von Sauerstoff- 
spuren mit Hilfe von alkalischer Pyrogallollésung befreit war, begast. Es wurde die 
Summe CO, + H, bestimmt. Aus Vorversuchen war das Verhiltnis COM: Hy 
bekannt. 

Nach Abb. 5 liegt das py-Optimum fiir Cl. butyricum bei der Ver- 
garung von Glucose bei px 6. Die Gasentwicklung bei pq 7 steht nur 
wenig dahinter zurtick, wahrend sie bei 
px 5 und px 8 mit viel geringerer Inten- 06 
sitat vor sich geht. 


5. Phosphatkonzentration 


Um zu ermitteln, welche Phosphat- 
konzentration von den Clostridien ver- 
tragen wird, wurde ein Versuch mit 
verschieden hoher Konzentration an 
SORENSEN-Phosphatpuffer py 7 ange- 
setzt. Als Ausgang diente eine m/1,5 
Pufferldsung, die entsprechend ver- 
diinnt wurde. Dieser Versuch war auch 
insofern von Bedeutung, als man bei 
den Clostridien eine gute Pufferung 
wegen der groBen Menge gebildeter 
Saéure anwenden mu, um einen hoch- 
prozentigen Glucoseumsatz zu erzielen. | 

Nach Tab. 6 blieb die Garung in ° eM ta and Pasi 
m/1,5 Phosphat £anZ aus, auch bei m/3 Abb. 5. EHinflu8 der Wasserstoffionen- 
war noch eine Hemmung zu erkennen, konzentration auf die Gasentwicklung 

, bei der Glucosevergirung durch 
wahrend bei den anderen beiden Kon- Cl. butyricum (WARBURG-Technik). 
zentrationen m/5 und m/7,5 die zuge- 
setzte Glucose 100% vergoren wurde. Bemerkenswert erscheint die Ab- 
nahme der neutralen Produkte mit abnehmender Phosphatkonzentration, 
wahrend demgegeniiber der Fettsiureanteil in derselben Richtung zu- 
nahm. Fiir die vollstaéndige Vergarung von 2% Glucose ist also eine 


S 
.~ 


Gasentwickluing , COs+He 
Ss S 
Ne ra 


07 


Tabelle 6. EinfluB der Phosphatkonzentration auf die Verteilung der Endprodukte bea 
der Glucosevergérung durch ruhende Zellen von Cl. butyricum im Phosphatpuffer pr 7. 
Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 
$$$ eeeeern or 


Phosphatkonz. aes air BS ES But. Ath. 
———————————— 
m/1,5 6,9 — = is ss aa 
a 6,35 62,3 36,5 24,9 6515) 32,4 
m/5 5,73 100 46,5 43,2 5,49 4,88 
m/7,5 4,95 100 48,6 44.5 4,31 2,38 
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Phosphatkonzentration von m/7,5 ausreichend. Bei den nachfolgenden 
Untersuchungen empfahl es sich deshalb in den meisten Fallen, 
mit dieser Konzentration zu arbeiten. 


IV. Versuche zur Enzymadaptation bei Cl. butyricum 


Versuche zur Enzymadaptation liegen vorwiegend fiir Hefe vor (ABDERHALDEN, 
1925; Karsrrém, 1938). Nach Karstr6m faBt man als adaptive Enzyme solche auf, 
die erst in Gegenwart des entsprechenden Substrates gebildet werden. Eine solche 
Adaptation kann nur in lebenden Zellen vor sich gehen. Die adaptiven Enzyme 
stehen im Gegensatz zu den konstitutiven oder genbedingten Enzymen. Die Gegen- 
wart einer Stickstoffquelle ist nicht zur Adaptation erforderlich, wenn auch in An- 


ml 
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Abb. 6. Vergiirung verschiedener C-Quellen durch an Glucose adaptierte Zellen von C/. butyricum 


wesenheit von Stickstoff die enzymatische Aktivitat viel gréBer ist. Versuche von 
SPIEGELMAN (1946) legten das interessante Ergebnis vor, daB mit der Bildung 
eines adaptiven Enzymes die Abnahme eines anderen parallel lauft. Die hier statt- 
findende Umbildung erstreckt sich auf das Apo-Enzym. Fiir Cl. acetobutylicum liegt 
nur eine Bemerkung von Davtns (1942) vor, daB auf Saccharose gewachsene Zellen 
Maltose nicht vergaren kénnen. 

Die Versuche zur Enzymadaptation wurden in der WarpurG-Apparatur mit 
ruhenden Zellen von Cl. butyricum durchgefiihrt. In Glucosebouillon (Versuch 1; 
in Versuch 2 und 3 wurde die Glucose durch Mannit bzw. Glycerin ersetzt) ge- 
wachsene Zellen wurden abzentrifugiert, zweimal gewaschen und in Phosphat- 
puffer, dem 1% der zu untersuchenden Kohlenstoffquelle zugesetzt war, suspen- 
diert. Als C-Quellen wurden Glucose, Fructose, Galaktose, Saccharose, Maltose, 
Mannit und Glycerin untersucht. Jedes WarBuRG-GefaB enthielt 2 ml Flissigkeit. 


Der Abbau des Kohlenhydrates wurde durch Messung der CO,- und H,-Entwicklung 
verfolgt. 


1. Bakterien, an Glucose adaptiert 

Das Ergebnis dieses Versuches stellt Abb. 6 dar. Fructose, die mit der 
Glucose eine gemeinsame: Enolform hat, wurde ohne jede Adaptations- 
zeit angegriffen. Die Vergiirung der Saccharose setzt ebenfalls sofort ein, 
wenn auch nicht mit derselben Intensitat wie bei der Glucose und 
Fructose. Um die anderen C-Verbindungen verwerten zu kénnen, 
brauchten die Clostridien eine ziemlich lange Adaptationszeit. Dies ist 
nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, daB in Abwesenheit einer Stick- 
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stoffquelle der Abbau des Kohlenhydrates die Energie fiir die Enzym- 
bildung liefern mu8. Anfangs muB wohl die Verarbeitung der C- Quelle 
tuber andere Enzymsysteme verlaufen und so die Energie zur Umbildung 
geben. So lautet das Ergebnis von SprecEtman (1946) zur Galaktose- 
Adaptation mit Hefe, deren Kohlenhydratreserven erschopft waren. Die 
Umbildung und demzufolge die Gasentwicklung kamen nur sehr langsam 
in Gang. Die Kurve zeigt also einen exponentiellen Verlauf. Auffallend 
ist die gegentiber Saccharose lange Adaptationszeit an Maltose. Fiir die 
Glycerinvergirung dauerte die Umbildung des Enzymsystems am 
langsten: erst nach 38 Std 

konnte Glycerin von g5_ 
Cl. butyricum angegriffen 


erd ip 
sh Peace 04 bit o—e Mannit 
i! e--» Gicose 
2. Bakterien, fi A a 
j : G3; ama /G/f05€ 
an Mannit adaptiert i | cre Galaktose 
! 


! | —* Glycerin 


Der Versuch in Abb. 7 
unterschied sich von dem 
vorhergehenden nur da- 
durch, daB die Bakterien 
auf Mannit als_ einzi- Ae 
ger Kohlenstoffquelle ge- 0 5 70 15 20 2h 
wachsen waren. Wie zu RHEL EGS 

0 Abb. 7. Vergairung verschiedener C- Quellen durch an Mannit 
erwarten war, wurde J etzt adaptierte Zellen von Cl. butyricum 
Mannit mit der groBten 
Intensitit vergoren. Aber auch fiir die Vergarung von Glucose und 
Saccharose war wiederum keine Adaptation notwendig. Fructose 
wurde nicht untersucht, weil sie durch die gleichen Enzyme abgebaut 
wird. Die Reihenfolge, in der die anderen Kohlenhydrate angegriffen 
wurden, war nicht von den auf Glucose gewachsenen Zellen verschieden, 
nur die Adaptationszeiten waren kiirzer. 


Gasentwicklung, C0>+Hp 
Ss 
MN 


3. Bakterien, an Glycerin adaptiert 


Abb. 8 zeigt den entsprechenden Versuch mit Zellen, die an Glycerin 
adaptiert waren. Bei diesem Ansatz war die Gasentwicklung aus Sac- 
charose derjenigen aus Glucose tiberlegen. Mannit war nach 24 Std noch 


nicht angegriffen. 
V. Zusammensetzung der Stoffweehselendprodukte bei Vergadrung 
verschiedener Kohlenhydrate 


Einige der vergarbaren Kohlenstoffverbindungen wurden hinsichtlich 
der quantitativen Zusammensetzung der Garprodukte naher unter- 


sucht. 
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Es wurde mit ruhenden Zellen in Phosphatpuffer py 7 m/7,5 gearbeitet. Es 
waren stets 2%, der C-Quellen vorhanden. Die in der Tab. 7 dargestellten Werte 
setzen sich aus vier Parallelgirungen in zwei zeitlich von einander getrennten 


Versuchen zusammen. 


Bei diesem Versuch traten Aceton nur zu etwa 0,1 mM und Acetoin zu 
0,1—0,5 mM bei der prozentualen Zusammensetzung der Endprodukte 
auf. Wegen der geringeren Menge und da kein Unterschied bei den ver- 
schiedenen Kohlenhydraten zu erkennen war, wurden diese Werte in der 


Glycerin 
e---» G/ucose 
o—-— Sacchgrose 


a---a Maltose 
© Galakfose 


Gasentwicklung, COs + Hs 


0 5 70 15 
Versuchsdaquer 


2h 


Abb. 8. Vergirung verschiedener C-Quellen durch 


an Glycerin adaptierte Zellen von Cl. butyricum 


Tab. 7 vernachlassigt. 

Die untersuchten Mono- und 
Disaccharide —unterschieden 
sich nicht bemerkenswert bei 
der Vergiirung durch Cl. buty- 
ricum. Es wurde zu tiber 50% 
Buttersiure produziert, mit 
Ausnahme der Vergarung von 
Sorbose, bei der Essigsaiure 
und Buttersiure zu gleichen 
Teilen entstand. Im wtbrigen 
war bei den Garungen auch 
der Essigsiureanteil unter 
den Endprodukten beachtlich, 
wihrend demgegeniiber nur 
wenig neutrale Produkte ge- 


funden wurden. Als auffallend muBte die verhiltnismaiBig hohe 
Athanolausbeute auf Mannose angesehen werden. Die héchsten Siure- 
Alkohol-Quotienten wurden mit Fructose und Saccharose als Kohlen- 
stoffquelle erreicht. Brenztraubensiure lieferte zum weitaus_ iiber- 
wiegenden Teil Essigsiure, waihrend neutrale Endprodukte iiberhaupt 


Tabelle 7. Verteilung der Endprodukte bei der Vergdrung verschiedener Kohlenhydrate 
durch ruhende Zellen von Cl. butyricum in Phosphatpuffer py 7 m/7,5. 


Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 
a aa et 


O- Quelle a ab BS ES But. Ath. Siiure/Alk. 

GIN GOSS mae een rae et a 4,96 Dacula OL 6,6 4,84 he 
NTU ObOR Olas tar wn ko cous 4,98 67,4 1.35.3 5,36 1,9 12,8 
Ma@nnOSbie st to. en « b,1 56,7 | 25,4 7,34 11,3 4,4 
Galaktose ..... 5,04 50,7 | 34,0 10,1 4,62 6,7 
SOLPOsO ae cab Meets 5,13 45,9 | 42,4 9,78 1,9 7,6 
Maltosey mies ©. '8. 9 4,87 56,1433 /6 7,04 3,46 8,5 
Saccharose ..... 4,9 54;7. |'37;3 4,59 3 Pe I 11,6 
Mannituea cue. ..0h.... 5,64 32,1 | 26,0 22.2 20,2 1,4 
DOr Dita eres sac dae pls 5,58 42.5) 2ost 26,8 7,97 1,9 
Glycerin wa. 6,03 27,4 | 29,1 31,9 11,6 1,3 
Brenztraubenséure . . 6,85 10,0 | 90,0 — — | — 
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nicht entstanden. Ganz anders die Vergirung von Mannit, Sorbit und 
Glycerin; Sauren und Alkohole kamen zu gleichen Teilen vor. Die Gar- 
produkte aus den hdheren Alkoholen und Glycerin waren also durch 
einen Saure-Alkohol-Quotienten von 1—2 charakterisiert. Man kénnte 
hier wohl von einer Anderung des Gartypus sprechen: der Buttersaure- 
wird zum Butyltyp1. Im Gegensatz zum Butyltyp steht jedoch die hohe 
Athanolausbeute und das Fehlen von Aceton bzw. seinem Reduktions- 
produkt Isopropanol. 


VI. Einflu8 von Fermentgiften auf die Zusammensetzung der Girprodukte 


Die Garung sollte unter Einwirkung einiger Stoffwechselgifte unter- 
sucht werden. Um einen Uberblick tiber die notwendigen Konzentrationen 
und den Verlauf der Hemmung zu bekommen, wurde zunachst die Gas- 
entwicklung in der WarBurG-Apparatur manometrisch bei Glucose ver- 
garenden Zellen verfolgt. Der Hemmstoff war zu 0,1 ml im Magneteinsatz 
enthalten und wurde erst nach Beginn der Garung zugegeben. 


I. Die Vergérung von Glucose 
durch Cl. butyricum bei Zusatz von 2,4-Dinitrophenol 


Bei Aeroben besteht die Wirkung des 2,4-Dinitrophenols (DNP) in geringen 
Konzentrationen (10-°—10-* m) darin, da die oxydativen Phosphorylierungen 
gehemmt werden, wahrend die Substratphosphorylierung nicht gestért wird, so 
daB die Atmung unbeeinfluBt bleibt oder sogar stimuliert wird. Die Assimilation 
wird verhindert (ROTHSTEIN u. BERKE, 1952). DNP greift in den Wettbewerb um 
die Phosphatacceptoren ein und verschiebt in bestimmten Konzentrationen den 
Anteil, der im Dienst der Assimilation steht, zugunsten der Atmung. Nach Larpy 
(1953) beruht die DNP-Hemmung auf einer katalytischen Aktivierung der Hydro- 
lyse von Adenosintriphosphat. Héhere DNP-Konzentrationen von 10~*—5 - 10-3m 
stéren die Verarbeitung der Glucose aerob und anaerob. Die Hemmung wird auf 
eine Reaktion von DNP mit der Cytochromreduktase (RorusTErn, 1952) zuriick- 
gefiihrt. Gleichzeitig tritt ein verminderter Pasteureffekt und eine Zunahme an 
aerober Garung auf (Stmon, 1953). Der Atmungsstoffwechsel ist also viel empfind- 
licher gegeniiber DNP als der Garungsstoffwechsel. 

Wie bei den vorhergehenden WarsBurc-Versuchen wurden die abzentrifugierten 
und gewaschenen Zellen in Phosphatpuffer und Glucose aufgenommen. Von 
dieser Suspension wurde jedes WarBurc-Gefa8 mit 2 ml beschickt. Die GefaBe 
wurden mit N, begast. Nach /4- bzw. 1 stiindiger Garung wurde DNP, in H,0 gelést, 


zugesetzt. 

Das Wirkungsoptimum des DNP liegt bei pu 3,5. Da in diesem Be- 
reich eine Garung mit Cl. butyricum aber nicht méglich ist, wurde der 
Versuch in Phosphatpuffer pq 5 und px 7 durchgefihrt. Abb. 9 stellt den 
DNP-Einflu8 bei py 5 dar. Bei einer Konzentration von 10~* m DNP ist 
die Gasentwicklung total gehemmt. Die geringeren DNP-Konzentrationen 


1 Das geht schon aus friiheren Versuchen hervor (vgl. das Beispiel 8. 231 bei 
RiereL-BALDEs). 
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zeigen eine deutliche Hemmung ihrer Garung, die je Zeiteinheit gebildete 
Gasmenge ist geringer als bei der Kontrolle. In Abb. 10, die die DNP- 
Hemmung bei pu7 veranschaulicht, zeigt sich eine viel schwachere 
DNP-Wirkung. Selbst eine Konzentration von 5- 10~*m DNP konnte 
die Garung nicht zum Erliegen bringen. Nach einer anfanglich starkeren 
Hemmung setzte die Garung nach einer Stunde nach Zugabe des Giftes 
wieder kriiftiger ein. Von einer Konzentration von 10~° m an trat keine 
Hemmung mehr in Erscheinung. 


mo 5:70-*m DNP 
----- 70-*m 


Gasentwickling, COp + Hs 


Gasentwicklung, CO + Hs 


0 7 2 3 gh o 7 2 3 4h 
Versuchsadauver Versuchsdauer 
Abb. 9. Einflu8 von DNP auf die Vergiirung der Abb. 10. EinfluB auf die DNP auf die Vergirung 
Glucose durch ruhende Zellen von Cl. butyricum der Glucose durch ruhende Zellen von Cl. 
beim py-Wert 5. (WARBURG-Technik) butyricum beim py- Wert 7. (WARBURG-Technik) 


Nachdem im Warsura-Versuch eine Hemmung des Girungsstoff- 
wechsels durch DNP beobachtet werden konnte, sollte jetzt auch die Zu- 
sammensetzung der Endprodukte einer naiheren Untersuchung unter- 
zogen werden. 

Die ruhenden Zellen wurden in der iiblichen Weise hergestellt. Der Zellsuspen- 
sion in Phosphatpuffer py 7 + 2% Glucose wurde die entsprechende Menge Gift 
in waBriger Lésung zu Beginn des Versuches zugesetzt. » 

Bei DNP-Zusatz trat im Verlauf der Giirung eine Verfairbung ein. Die 
anfangliche Gelbfarbung wechselte iiber in braun, dunkelbraun und 
schwarz. RADLER (1955) machte die gleiche Beobachtung bei DNP- 
Zusatz zu Wachstumskulturen von Azotobacter und begriindete die Ver- 
farbung mit einer Reduktion des DNP zu aromatischen Aminen, die sich 
im Zentrifugat der Kulturlésung auch nachweisen lieBen. Durch die re- 
duzierenden Bedingungen, die beim Wachstum bzw. bei der Garung vor- 
liegen, wurde DNP abgebaut. Ferner konnte eine Schwarzfirbung der 
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Bakterienmasse, die sonst cremefarbig aussieht, beobachtet werden. Auf 
dieselbe Erscheinung weisen FiscHEr (1946) und Rapier (1955) bei 
Wachstum von Azotobacter auf Benzoesiure bzw. in DNP- Gegenwart 
hin. Als Erklarung muB eine induzierende Wirkung des DNP zu Me- 
laninen oder ein Einbau der aromatischen Verbindungen angenommen 
werden. 


Tabelle 8. Der HinfluB von 2,4-Dinitrophenol auf die Verteilung der Endprodukte bei 
der Glucosevergdrung durch ruhende Zellen von Cl. butyricum in Phosphatpuffer 
pu 7 m/7,5. Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 


DNP-Konzentration 10-*m 10-4m Kk 
cee eel ae tet tl cl lg Al ts EE ae 
Endpawere | 6,56 5,14 4,95 
Glucoseverbrauch, in Prozent 29,9 83,0 100 
iBitbersaures skgeqianl Gets 16,9 55,3 59,7 
SsiogA Ure ws en oe eee 20,4 28,6 29,7 
Milehsaure?s Soe 1 ete 38,3 10,2 Bee 
HeRUtAnOles ete et oe ee = Rod 4,5 
MECN ABOL sts se HYPE 21,2 3,4 0,75 
PX CeLOneMeT, cule ct hors oes ‘ 0,08 0,05 0,02 
EXCOUOINEM ts, s. Gort Ge ete 3,12 0,25 0,26 


Tab. 8 stellt den Einflu8 von DNP auf die Endprodukte heraus. Bei 
einer Konzentration von 10-? m wurde die Bildung der C,-Korper ge- 
hemmt mit Ausnahme des Acetoins, das in gréBerer Menge als in der 
Kontrolle vorhanden war. Die Milchsaure trat als Endprodukt besonders 
hervor, wohingegen die Buttersdéure, sonst das Hauptprodukt, in der 
prozentualen Menge hinter der Essigsaure zuriickstand. Die Butanol- 
produktion wurde unterdriickt, wihrend die Athanolbildung zunahm. 
Das Verhiltnis C, : C, = 1,98 in der Kontrolle wurde in Gegenwart von 
10-2 m DNP zu 0,48. Die Konzentration 10-+m DNP hemmte kaum 
noch die Glucosevergirung. Im Vergleich zur Wirkungsweise von 10~? m 
DNP iiberstieg hier die Buttersaureproduktion die der Milchsaure. 


II. Die Vergdérung von Glucose durch Cl. butyricum ber Zusatz 
von Kaliumcyanid 


Neben CO ist KCN wohl das am haufigsten angewandte Fermentgift zur 
Blockierung von Enzymen, deren Coenzym eine Schwermetallverbindung dar- 
stellt. Neben der Atmungshemmung durch Cytochromvergiftung hemmt KCN die 
Aminosaurendecarboxylasen und greift so in den Eiweifstoffwechsel ein (SUMNER 
u. Myrpack 1951). Da auch die Garung eine Schwermetallkatalyse ist, wird auch 
sie durch KCN gehemmt, wenngleich erst durch gré8ere Konzentrationen als ver- 
gleichsweise die Atmung. Uber die Hemmung der Buttersauregarung durch KCN 
liegt eine Arbeit von Kempner (1933) vor. Bei einer Konzentration von 10-2 m 
fand er eine 100% ige Hemmung der Garung. Nach Untersuchungen von KEMPNER 
u. Kusow11z (1933) ist die Buttersiuregairung wie die Atrnung durch CO reversibel 
hemmbar, d. h. bei Belichtung wird die Hemmung aufgehoben. Da die Schwermetall- 
CO-Verbindungen mit Ausnahme der Fe-Verbindung lichtbestandig sind, schlossen 
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die Autoren auf ein Ferment mit einer Fe-Wirkgruppe bei der Buttersauregarung. 
Bei einer Untersuchung iiber die Beeinflussung der Garprodukte durch KCN fand 
Kvusowitz (1934), daB trotz verminderter Gasentwicklung bei KCN-Konzentra- 
tionen 10-2 m der Zuckerverbrauch nicht gehemmt war. Es handelt sich also nur um 
einen Teilvorgang der Buttersauregirung, der besonders blausdureempfindlich ist; 
statt Buttersiure entsteht jetzt hauptsaichlich Milchséure. Die Milchsauregaérung 
wird ja bekanntlich nicht von einer CO,- und H,-Entwicklung begleitet. Sie ist wie 
die alkoholische Garung der Hefe viel unempfindlicher gegeniiber KCN als die 
Atmung und die Buttersauregarung. 


Tabelle 9. Der EinfluB von Kaliumcyanid auf die Verteilung der Endprodukte bet der 
Glucosevergérung durch ruhende Zellen von Cl. butyricum in Phosphatpuffer pu 7 m/7,5. 
Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 


KCN-Konzentration 10-7 m 10-7 m K 


End-pu-Wert. ...... 5,31 482° | 4,95 
Glucoseverbrauch, in Prozent 60,0 78.8 100 
Buttershure* . 7. 0s eee IMG | 38,7 59,7 
Eissigsiure.. sisi. 0s @ gee 13,6 26,1 29,7 
Milchsatine: <2 sve ence) ee 57,5 24.6 3,72 
n-butanol. ...« i.) see eee 10,1 7,68 4,5 
Ath anolae nn) cule ee 15,3 5,01 0,75 
Aceton sacra sce — — 0,02 
Acetoin's igs |e tetoeeeee 0,87 0,18 0,26 


Der Versuch in Tab. 9, der das Verhalten des Versuchsstammes in 
KCN-Gegenwart darstellt, brachte im wesentlichen eine Bestitigung der 
Anschauungen von Kusowitz. Bei einer Konzentration von 10-2 m 
KCN wurde die Milchsiure, die sonst bei dem untersuchten Stamm in 
geringer Menge auftrat, zum Hauptendprodukt. Die Buttersiurebildung 
wurde dagegen stark gehemmt. Bemerkenswert war weiterhin das Ver- 
haltnis der C,- zu den C,-Verbindungen, das sich zugunsten der C,- 
Verbindungen verschoben hatte. Aceton entstand iiberhaupt nicht. Bei 
10-*m KCN war die Butterséiurebildung noch gehemmt, Milchsiure 
wurde wiederum in erheblicher Menge gebildet, doch die C,-Garprodukte 
tiberwogen jetzt die C,-Verbindungen. Das Verhiltnis C,:C, ist in der 
Kontrolle ohne KCN noch mehr auf Seiten der C,-Verbindungen. 


III, Die Vergiérung von Glucose durch Cl. butyricum 
bei Zusatz von 8-Oxychinolin 

Die Wirkung dieses Fermentgiftes beruht auf der Komplexbildung mit Schwer- 
metallen. 8-Oxychinolin wirkt nur in Gegenwart von Spuren Eisen oder Kupfer 
hemmend. Wahrscheinlich reagiert also der Metallkomplex toxisch. Wie 8-Oxy- 
chinolin in der Zelle wirkt, ist noch unbekannt, aber es scheint die Oxydation einer 
fiir den Stoffwechsel wichtigen metallbindenden Gruppe, wahrscheinlich der -SH- 
Gruppe, zu katalysieren (ALBERT, 1953). 

Aus Tab. 10, die die Einwirkung von 8-Oxychinolin auf die Gar- 
produkte veranschaulichen soll, ist zu ersehen, daB eine Konzentration 


Untersuchungen zum Stoffwechsel von Clostridium butyricum Prazm 343 


von 10~-?m Oxychinolin die Garung fast vollstandig unterband. Bei 
einem Glucoseverbrauch von nur 7,43°% war die Bestimmung der End- 
produkte mit einem groBen Fehler behaftet. Buttersaure, Essigsaéure und 
Butanol, Athanol konnten daher nicht getrennt bestimmt werden und 
sind als Summe eingetragen. Als schwermetallbindende Substanz wirkte 
Oxychinolin so wie KCN, d. h. die Milchsiuregiirung wurde nicht in dem 
gleichen Mae wie die Buttersiuregirung gehemmt, die Milchsaure tiber- 
wog daher als Endprodukt. Die Oxychinolinkonzentration 10-4 m zeigte 
noch eine schwache Hemmung der (,-Kérper gegeniiber der Kontrolle. 


Tabelle 10. Der Hinflup von 8-Oxychinolin auf die Verteilung der Endprodukte bei der 
Glucosevergdrung durch ruhende Zellen von Cl. butyricum in Phosphatpuffer px? m/7,5. 
Garprodukte in prozentualer Verteilung, mM 


8-Oxychinolin-Konzentration 10-*m | 10-*m Kk 
End-pp-Wert... . . 2. . 6,84 5,24 4,95 
Glucoseverbrauch, in Prozent 7,43 61,1 100 
Bithersaure! tale. osym, bone 143 36,4 59,7 
IDSSISR AITO Loe us. See Aa ae ¢ 28,4 29,7 
Milchsaurewem. meron. tae) 77,9 24,4 Shi 
n-Butanol een Sa 70 4,46 4,5 
Athanolaba saris es . 5,28 0,75 
EN GOvOne ales sew beh Fey 62 0,31 0,07 0,02 
FA CELOINM aay. fo Bah) oe eeE ie oe 5s 0,59 | 0,38 0,26 


Eine SchluBbetrachtung mége das Bild von dem Einflu8 der Ferment- 
gifte auf die Buttersiuregirung abrunden. Die Reihe der eigenen Ver- 
suche schloB mit dem Ergebnis, daB die Bildung der C,-K6rper (Butter- 
siure, Butanol) in starkerem MafBe als die Bildung der C,-K6rper (Essig- 
siiure, Athanol) gehemmt wird. Angriffspunkt der beschriebenen Gift- 
wirkungen scheint demnach die Kondensation der C,- zu den C,-Ver- 
bindungen zu sein. DaB eine solche Kondensation hier statthat, mag den 
Beobachtungen von Woop u. Mitarb. (1945) entnommen werden, die mit 
Isotopenversuchen auf dieses Ergebnis stieBen. 


Weiterhin liegt eine Umschaltung der Buttersaure- in Milchséuregarung vor, die 
mit Kusowrrz (1934) so zu deuten ist, daB nach Blockierung des unten bezeichneten 
Weges Ila, der zu Buttersiure, CO, und H, fihrt, die Spaltungsprodukte auf dem 
Wege IIb zu Milchsaure weiterverarbeitet werden: 


ANE Butterséure, CO, und H, 


I 
ZFucker——> Spaltungsprodukte— AMilchasure 
IIb 


Einen tieferen Einblick in die Abbauwege gewahren Arbeiten von CoHEN (1948, 
1950, 1952). Durch Anwendung verschieden hoher Arsenitkonzentrationen auf 
Acetessigsiurevergarung des Cl. saccharobutyricum lieBen sich mehrere Reaktions- 
richtungen fiir dieses wichtige Zwischenprodukt aufweisen. 10°? m Arsenit ver- 
hinderte die Spaltung von Acetessigsaure in Essigsaure, die hohe Konzentration von 
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m/300 Arsenit hemmte dagegen auch die Reduktion zur f-Oxybuttersaure, und es 
entstand nur Butterséure. So kann man also fiir normale Verhaltnisse drei Abbau- 
wege geltend machen: 

I. Die Spaltung der Acetessigsaure zu Essigsaure, 


II. Die Reduktion der Acetessigséure zu f-Oxybuttersaure, 
III. Die Reduktion der Acetessigsiure zu Buttersiure iiber noch unbekannte 


C,-Zwischenprodukte. 


II IV 
2CH,-COOH re CH,-CO-CH,-COOH — > Xi(?) ——> CH;-CH,-CH,-COOH 


Pane BI 
CH,—CHOH—CH,—COOH 


x = durch Arsenit hemmbar. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde der Stoffwechsel des streng anaeroben Bakteriums 
Clostridium butyricum Prazm. bei Variation verschiedener Lebens- 
bedingungen untersucht. 

2. Der Ascorbinsiureeinflu8 auf den Wachstumsverlauf von £. coli 
und Cl. butyricum, eines Aeroben und eines Anaeroben, wurde densito- 
metrisch verfolgt. Bei beiden Bakterien hatte der Zusatz von 1% 
Ascorbinsaéure eine Verkiirzung der Induktionsperiode zur Folge. Ein 
auffallender Unterschied zwischen Aeroben und Anaeroben bestand 
indessen in der Lange der Induktionsperiode, die im Fall des Anaeroben 
sehr viel groBer war. 

3. Bei Untersuchung der Endprodukte nach Anwendung von Ascor- 
binséure im Vergleich zu anaeroben Verhaltnissen konnte kein Unter- 
schied in der Verteilung der Garprodukte, Buttersiure, Essigsiure, n- 
Butanol und Athanol festgestellt werden. 

4. Die Untersuchungen mit ruhenden Zellen machten es erforderlich, 
einige Hinfliisse des Puffers und verschieden kultivierten Bakterien- 
materials zu verfolgen. Das Naihrsubstrat fiir die Anzucht der Bakterien, 
die Art des Puffersystems, die Wasserstoffionenkonzentration hatten 
einen KinfluB auf das Verhalten der ruhenden Zellen. 


5. Bei Versuchen zur Enzymadaptation traten je nach Art der Kohlen- 
stoffquelle unterschiedliche Adaptationszeiten auf. Die zeitliche Reihen- 
folge der Vergiirung der einzelnen Kohlenhydrate blieb unverandert, 
gleichgiiltig, ob die Zellen an Glucose, Mannit oder Glycerin adaptiert 
waren. 


6. Die Kohlenstoffquelle erwies sich als entscheidend fiir die Ver- 
teilung der Gairprodukte. Bei der Vergirung der Mono- und Disaccharide 
tiberwog die Buttersiure als Endprodukt, wahrend Mannit, Sorbit und 
Glycerin groBere Mengen an Alkoholen, hauptsichlich n-Butanol, ent- 
stehen lieBen. 
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7. Im zeitlichen Ablauf stellte Essigsiiure das erste Endprodukt dar. 
Doch schon nach 14 Std bildete Buttersiiure das Hauptprodukt. Die 
Alkohole traten spiter als die Sauren auf. Brenztraubensiiure konnte als 
Zwischenprodukt nachgewiesen werden. 

8. Die Fermentgifte 2,4-Dinitrophenol, Kaliumceyanid und 8-Oxy- 
chinolin tibten auf die Buttersdiuregirung eine Hemmung aus. Die Bil- 
dung der Buttersiéure erwies sich als am empfindlichsten gegentiber Gift- 
zusatz. Statt Buttersiure entstand jetzt hauptsichlich Milchsdure, die 
in der Kontrolle nur in geringer Menge auftrat. 


Herrn Prof. D. A. Rrppen-Baxprs gilt mein aufrichtiger Dank fiir das rege 
Interesse, das er dieser Arbeit entgegenbrachte. 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Die Nitritoxydation durch Nitrobacter winogradskyi Buch. 
in ihrer Beziehung zu einigen Wetterfaktoren 


Von 
KLAUS STUVEN und Horst ENGEL 


Mit 13 Textabbildungen 
(Hingegangen am 12. Mérz 1956) 


Zu den vom Wetter abhiingigen mikrobiologischen Vorgaingen zahlt 
BorRTELS (1938, 1940, 1942a, b, c, 1943, 1950, 1951) auch die Nitrifika- 
tion. Im Bereich eines Hochs nimmt er eine oxydationsférdernde harte 
..H-Strahlung®“ an, im Bereich eines Tiefs eine oxydationshemmende 
weiche ,,T-Strahlung‘*. Bei aufkommendem Schénwetter sollen daher die 
Bakterien schneller nitrifizieren, bei heraufziehendem Schlechtwetter 
langsamer. Physikalische Nachweise dieser ,,Wetterstrahlen“ sind bisher 
jedoch nicht gelungen. 

Zwar ist die Nitrifikation fiir solche Untersuchungen besonders geeig- 
net, da die von den Bakterien auSerdem noch durchgefiihrten Um- 
setzungen mengenmafig kaum eine Rolle spielen. Es ist jedoch wenig 
sinnvoll, nach Beziehungen zum Wetter zu suchen, solange man die dem 
Nitrifikationsversuch innewohnende, wetterunabhangige Variabilitat 
nicht kennt. BoRTELS machte dariiber keine Angaben. Wir stellten daher 
eigene Untersuchungen an, bei denen es zunadchst darauf ankam, die 
Variationsbreite der MeBergebnisse so gering wie moéglich zu halten. Erst 
dann begannen die eigentlichen MeBreihen, die darin bestanden, daf} tiber 
3 Monate hinweg die tagliche Oxydationsaktivitat der Bakterien in stets 
derselben Weise bestimmt wurde. Die so erhaltenen Ergebnisse wurden 
sodann unter Beriicksichtigung ihrer Variabilitat mit dem taglichen 
Wettergeschehen verglichen. 

Vorversuche belehrten uns bald, daB die von BorTELs herangezogene 
Oxydation von NH,* zu NO,~ durch Nitrosomonas europaea fir derartige 
Beobachtungen wenig geeignet ist. Die mit der Oxydation einhergehende 
Saurebildung fiihrte hiufig zu einem unkontrollierbaren Absinken des 
pu-Wertes, obwohl die Nahrlésung gut gepuffert war. Auch die Neigung 
der Bakterien, sich an den Kalkteilchen des Bodensatzes fest zu setzen, 
erhohte die Variabilitit der Ergebnisse, indem sich die Bakterien nicht 
gleichmaBig suspendieren und iiberimpfen liefen. Da zudem die Nitrit- 
bildung iiber Zwischenstufen liuft (Horman u. Lens 19953, Lens 1954), 
deren jede verschieden auf das Wetter ansprechen konnte, gaben wir die 


Versuche mit Nitrosomonas auf. 
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Bei der durch Nitrobacter winogradskyi katalysierten Oxydation von 
NO,- zu NO,- treten diese Schwierigkeiten in weit geringerem MaBe auf, 
da eine nennenswerte Verschiebung der py-Zahl nicht erfolgt und die 
Bakterien viel gleichma&Biger suspendiert werden kénnen. Die Nitrat- 
bildung aus Nitrit stellt zudem eine denkbar einfache Oxydation dar, bei 
der Zwischenstufen nicht zu erwarten sind. Wir stellten daher unsere 
weiteren Versuche allein mit diesem Organismus an. 


Methodik 
Damit die Nitritoxydation sicher gelenkt werden konnte, waren um- 
fangreiche Vorversuche notwendig. Das schlieBlich eingehaltene Ver- 
fahren sei im folgenden niher geschildert, da nur so eine Nachpriifung der 
Ergebnisse méglich ist. 


Anzucht der Bakterien 


Um stets dieselbe Nahrlésung zur Hand zu haben, wurde ein Vorrat von 51 
Leitungswasser unter Zusatz von 2,5g MgSO,-7H,O und 0,5g FeSO,-7H,O 
hergestellt und bei 0,4 Atii 30 min sterilisiert. Dieser Vorrat reichte bis zam Ende 
aller Versuche. Sodann wurden 9 Erlenmeyer-Kolben zu 300 ml mit je 50 ml der 
Lésung beschickt, 50 mg NaNO, und 25,0 mg K,HPO, je Kolben hinzugefiigt und 
alle Kolben bei 0,25 Atii nochmals 30 min sterilisiert. Jeder Kolben trug als Ver- 
schlu8 ein itber den Hals gestiilptes Becherglas ohne Ausgu8, so daB ein guter 
Gasaustausch mit der AuBenwelt gewahrleistet war. Bis zur Beimpfung blieben 
die Kolben in einem feucht gehaltenen Brutschrank bei 30° C. 

Als Impfgut diente eine Reinkultur von Nitrobacter winogradskyi Buch., die in 
100 ml-Erlenmeyer-Kélbchen mit je 25 ml obiger Nahrlésung laufend vorritig ge- 
halten wurde. Taglich abends erhielt je einer der 9 Kolben 1 Platinése einer solchen 
Stammkultur, so daB nach 9 Tagen alle Kolben beimpft waren. Die Heranzucht 
erfolgte im Brutschrank bei 30° C. Am 10. Tag nach Beimpfen von Kolben 1 war 
dieser in der Regel ausnitrifiziert. Er bekam daher zur weiteren Vermehrung der 
Bakterien erneut 50 mg NaNO, in 1 ml aqua dest., ebenso am 13., 17., 20. und 
23. Tag, so daB schlieBlich 300 mg Nitrit oxydiert und die Bakterienmenge ent- 
sprechend angewachsen war. Die hohe Endkonzentration an Nitrat wirkt nach 
Mryernor (1916) noch nicht nennenswert schidigend. Fiel dann am 26. Tag die 
Nitritprobe nur noch schwach positiv oder negativ aus, wurde der Kolbeninhalt in 
einen sterilen 300 ml-Erlenmeyer-Kolben mit Schliffstopfen iiberfiihrt und 1% Std 
in der Schiittelmaschine geschiittelt. Danach blieb die Suspension bis zum nachsten 
Morgen im Brutschrank bei 30° C stehen. 

10 Tage nach Beimpfen von Kolben 2 erhielt auch dieser erneut 50 mg NaNO,. 
Er wurde sodann in allen Einzelheiten so behandelt wie Kolben 1. Ebenso wurde 
mit Kolben 3 und den iibrigen 6 verfahren. Somit stand 9 Tage lang taglich eine 
stark vermehrte Bakterienkultur gleicher Vergangenheit zur Verfiigung. Nur wenn 
die letzte Nitritzugabe noch nicht zu Ende oxydiert war, blieb der betreffende 
Kolben unberiicksichtigt, und der fiir den Vergleich mit dem Wetter bestimmte 
Versuch fiel daher am nichsten Tag aus. 

Dieser Serie von 9 Kolben folgte unmittelbar eine zweite, dieser 9 Tage spiiter 
eine dritte usw., jede so behandelt wie die vorhergehende, jedoch stets mit einer 
frischen Stammkultur beimpft. So hatten wir iiber einen Zeitraum von 3 Monaten 
fast taglich eine Bakteriensuspension etwa gleicher Dichte und Vorgeschichte zur 
Hand, die am jeweils nachsten Tag fiir den WarpurG-Versuch bereit stand. 
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Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahme 


Um den Einflu8 der atmosphirischen Luftdruckschwankungen nicht auszu- 
schlieBen, wurden alle Messungen mit einfachen, offenen Manometern vorgenommen. 
Die Wasserbadtemperatur betrug 30° C, die Schiittelfrequenz 80 Schwingungen/min 
mit einer Amplitude der GefaB8mitte von 2,5 cm. Als Ma8 der Bakterienaktivitat 
diente die Intensitét der O,-Aufnahme in Abwesenheit von CO,. Es befand sich 
also KOH in dem dafiir vorgesehenen Mitteleinsatz der WarsurG-GefaBe. Unter 
diesen Bedingungen unterbleibt jegliches Wachstum und die O,-Absorption folgt 
einer Geraden. Ist dagegen CO, vorhanden, stort die Kriimmung der Kurve deren 
Auswertung, und es kommt 
durch das Wachstum der Bak- 
terien eine GréBe hinzu, die 
wetterabhangig sein kénnte. 
Deshalb wurden alle War- 
BURG-Versuche unter AusschluB 
von CO, in der Gasphase durch- 
gefiihrt. 80 

Wie die Nitritoxydation 
unter diesen Bedingungen ver- 
lauft, zeigt Abb. 1. Die Kurve — ¢g 
ist aus 5 gleichzeitigen und 
daher gleichmaBig vom Wetter 
beeinfluBten Versuchen durch 4g 
Mittelung erhalten worden. Sie 
1aBt zu Beginn eine etwa 2,5 Std 
dauernde ,,lag-phase‘‘erkennen 20 
und verlauft erst danach als 
Gerade. Bei allen Versuchen 
wurde daher der Nullpunkt der 0 ¥ 3 
Kurve auf die 2,5 Std nach der i - i 
Nitritzugabe liegende Ablesung 
verlegt. Auf diese Weise sollte 
die ,,lag-phase“ bei der Aus- 2 
wertung ausgeschlossen werden. Die Dauer der im Anschluf daran zu ver- 
gleichenden Zeitspanne wurde auf 4 Std begrenzt. Die Gesamtdauer eines jeden 
Versuchs betrug somit 7 Std und setzte sich zusammen aus einem 30 min dauernden 
Temperaturausgleich der GefaBe mit dem Wasserbad, der 2,5 Std dauernden ,,lag- 
Periode“‘ und dem 4 Std umfassenden, auszuwertenden Versuchsteil. 


Das Nitrit wurde nach der ersten Ablesung um 10.30 Uhr aus dem Seitenansatz 
zugekippt. Die 13 Uhr-Ablesung war sodann der Nullpunkt, die 17 Uhr-Ablesung 
der Endpunkt der 4stiindigen Vergleichsperiode. Unter Oxydationsaktivitat ist 
somit in allen folgenden Versuchen der Gesamt-O,-Verbrauch von 13—17 Uhr MEZ 


zu verstehen. 


Diese GréBe wurde mit einigen kurzen Unterbrechungen taglich vom 19. 3. bis 
23. 6. 1955 bestimmt. Der Ausfall der Messungen an einzelnen Tagen war unver- 
meidlich, sei es, daB die Bakterien am jeweiligen Tag vorher die Oxydation noch 
nicht beendet hatten, sei es, daB andere zwingende Griinde den Versuch unméglich 
machten. Mitunter muBte der Anstieg der Kurve unmittelbar nach der ,,lag-phase“ 
graphisch korrigiert werden, wenn sich zeigte, daB diese selbst nach 2,5 Std noch 
nicht ganz abgeklungen war. In solchen Fallen wurde der wahre 4 Std-Wert des 
O,-Verbrauches aus dem letzten, als Gerade verlaufenden Kurventeil ermittelt. 
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Nitritoxydation und Wetter 
1. Die tigliche Aktivitaét der Bakterien 
Sieht man zunichst von den zeitlichen Schwankungen der Oxydations- 
aktivitat der Bakterien ab und betrachtet in Abb. 2 nur die Variations- 
breite der gleichzeitigen Versuchsansatze eines jeden Tages, wird man 
feststellen, daB diese zwischen 2 und 31% des arithmetischen Mittels 
pendelt mit einer mittleren Variation von 10,3%. Daraus geht hervor, 
da es uns trotz aller Miihen nicht gelungen war, selbst die Ansatze nur 


21 23. 2. 2 23 2 & 6 & BMH 6 B 2.22 4% 22H 2 & 6. 
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Abb. 2. « e Tagliche Mittelwerte der O,-Aufnahme von Nitrobacter winogradskyi in der 

Zeit vom 21. 3.—23. 6.1955, mit Angabe der Variationsbreite. © o Wetterkurve nach 

BoRTELS; auf der Ordinate Lage von Hamburg: H im Zentrum eines Hochs, 7’ im Zentrum eines Tiefs, 

R in indifferenter Randzone zwischen beiden; HR und RH im inneren und diuBeren Randgebiet eines 
Hochs; 7R und RT im inneren und iiuBeren Randgebiet eines Tiefs 


eines Tages vollig gleich zu gestalten. Es blieb eine nicht unbetrichtliche 
Variabilitaét tibrig, fiir die wir vorerst keine Erklirung fanden. 
Abgesehen davon iinderte sich die Aktivitaét der Bakterien auch von 
einem Tag zum anderen. Die Extremwerte lagen bei etwa 52 und 79 yl 
O,/4 Std. Die insgesamt erhaltenen 85 Tagesmittelwerte ergaben ein 
Mittel von 64,6 mit einem mittleren Fehler von + 6,1 yl O,/4 Std. 
Immerhin traten im Verlaufe der MeBreihe einige Maxima und Minima 
deutlich hervor, zu denen die benachbarten Werte merklich ansteigen 
bzw. abfallen. Die Lage dieser Maxima und Minima brauchte somit nicht 
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zufallig zu sein und auf der ,,Kigenwilligkeit‘‘ der Bakterien zu beruhen. 
Wir haben diese Zeitabschnitte daher ganz besonders auf mégliche Zu- 
sammenhange mit dem Wetter untersucht. 


2. Bakterientitigkeit und Wettergeschehen gegeniibergestellt 
nach der ,,n-Methode 

Da das zeitliche Auf und Ab meteorologischer und biologischer MeB- 

reihen haufig so unregelmaBig ist, daB eine einfache Gegeniiberstellung 

keinen Zusammenhang erkennen 1aiBt (siehe Abb. 2 und 3), gingen wir 
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e Tigliche Mittelwerte (graphisch korrigiert) der O,-Aufnahme von WNitrobacter 
© interdiurne Luftdruckénderungen 


Abb. 3. e 
winogradskyi in der Zeit vom 21. 3.—23. 6. 1955. o 


nach der von Dit (1934) so benannten ,,n-Methode“ vor?. Man muB sich 
dabei allerdings im klaren sein, daB8 das Verfahren nur willkirlich 
definierte Zeitabschnitte erfaBt! Lag das Mittel der 4 Oxydationswerte zu 
beiden Seiten des Stichtages — 2 Tage vorher und 2 nachher — um 
mindestens 5°, unter dem Wert des Stichtages, wurde dieser als Maxi- 
mum bezeichnet. Entsprechend wurden die Minima definiert. Andere 
Definitionen sind durchaus méglich. 

a) Die Synchronisation von seiten der Werte der Nitrit- 
oxydation lieB jedoch eine klare Beziehung weder zur Hohe der Tropo- 


1 Nicht zu verwechseln mit der ,,n-Methode“ nach pz RuppER (1952). 


c) Sterbefalle 
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pause, noch zur Sterbezahl der Bevélkerung Hamburgs, noch zur 
Borretsschen Wetterkurve erkennen (Abb. 4), obwohl 14 Oxydations- 
maxima und 10 Minima herangezogen wurden. Die Tropopausenhéhe 
stieg zwar mit dem Anstieg der Bakterientatigkeit zum Maximum, fiel 
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Abb. 4. O;-Aufnahme von Nitrobacter winogradskyi, 
Tropopausenhohe, Sterbefille in Hamburg, Wetter- 
kurve nach BORTELS und Luftdruck, verglichen nach 
der n-Methode im Sinne von DULL; links Maxima, 

rechts Minima der O,.-Aufnahme 
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Abb. 5. O,-Aufnahme von Nitrobacter winogradskyt 
und interdiurne Luftdruckiinderungen, verglichen nach 
der n-Methode im Sinne von Din; links Maxima, 


rechts Minima der O,-Aufnahme 


aber nicht mit sinkender Ak- 
tivitat der Organismen. Die 
Bortetssche. Wetterkurve 
verlief sogar invers zum bak- 
teriellen Minimum. Das spricht 
nicht gerade fiir die BorTELS- 
sche Erwartung, daf namlich 
die Oxydationsaktivitaét der 
Bakterien bei herannahendem 
Tief herabgesetzt werde. 

Lediglich bei Synchronisa- 
tion mit den Luftdruckwerten 
erkennt man im Bereich des 
bakteriellen Maximums ein 
sehr ahnliches Verhalten der 
m-Kurven, nicht dagegen im 
Bereich des Minimums. Die 
hierdurch angedeutete Be- 
ziehung kommt durch Syn- 
chronisation mit den Werten 
der interdiurnen Luftdruck- 
anderung noch deutlicher zum 
Ausdruck. Im Bereich des Oxy- 
dationsmaximums (Abb. 5) 
zeigen beide Kurven einen fast 
vollig gleichsinnigen Verlauf, 
wiederum nicht im Bereich 
des Minimums. Mit anderen 
Worten: Anstieg der bakte- 
riellen Oxydationstitigkeit fiel 
zeitlich mit Luftdruckanstieg 
zusammen. Absinkende Bak- 
terientatigkeit war dagegen 
nicht mit Druckfall koordi- 
niert. 


Auf die Gegeniiberstellung der Oxydationswerte und der Sonnen- 
fleckenhaufigkeit nach der n-Methode wurde verzichtet. 

b) Auch wenn die Synchronisation von seiten der Maxima und 
Minima des Wettergeschehens vorgenommen wurde, war kein 
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klarer Zusammenhang erkennbar, wie Abb.6 fiir die Borrutssche 
Wetterkurve zeigt. Nur die Maxima der interdiurnen Luftdruckaénderung 
fielen zeitlich mit entsprechenden Maxima der N itritoxydation zu- 
sammen (Abb. 7). Das galt dagegen wiederum nicht fiir die Minima. Da 
somit Luftdruckanstieg und Zunahme der bakteriellen Nitritoxydation 
parallel liefen, einerlei, von welcher Seite die Synchronisation auch vor- 
genommen wurde, lag der SchluB nahe, daB der steigende Luftdruck zur 
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Abb. 6. O.-Aufnahme von Nitrobacter winogradskyi 


und Wetterkurve nach BORTELS, verglichen nach 

der n-Methode im Sinne von DULL; links Maxima 

(V = 8), rechts Minima (N = 9) der BORTELSschen 
Wetterkurve 


Abb. 7. O.-Aufnahme von Nitrobacter winogradskyi 
und interdiurne Luftdruckaénderungen, verglichen 
nach der n-Methode im Sinne von DU1LL;?} 
links Maxima, rechts Minima der interdiurnen 
Luftdruckainderungen 
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Abb. 8. Maxima der O,-Aufnahme von Nitrobacter winogradskyi (nicht eingezeivhnet) mit Folgen 
verschieden definierter Stichtage und interdiurne Luftdruckaénderungen, verglichen nach der n- 
Methode im Sinne von DULL 


Da die Wahl der Stichtage nicht ohne ein gewisses Ma an Willkiir 
geschah, wurden weitere Synchronisationen mit Folgen anders definierter 
Stichtage vorgenommen. Bei Synchronisation aller um mehr als 
5,4 ul O,/4 Std iiber dem Mittelwert von 64,4 liegenden Oxydationswerte 
als Stichtage (Zahl der Stichtage N = 14) wurde die friiher erhaltene 
Beziehung gefunden, wenn auch deutlich abgeschwiicht (vg!. Abb. 8b mit 
a). Waren dagegen Stichtage solche, die nur um mehr als 2,4 yl O,/4 Std 
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hdhere Werte als der Mittelwert zeigten (NV = 28), konnte von einer 
Beziehung nicht mehr gesprochen werden (siehe Abb. 8c), auch dann 
nicht, wenn Stichtage gewahlt wurden, deren Anstieg gegentiber dem 
Vortag groBer als 10°% war (NV = 15, Abb. 8 d). 

Wurden fiir die Synchronisation von seiten der interdiurnen Luft- 
druckanderung Stichtage mit einem Druckanstieg > 7,0 mb gegentiber 
dem Wert der je 2 Tage vor- und nachher gewahlt, war keine Beziehung 
mehr zu erkennen (Abb. 9b). Die frithere Definition des Stichtags: 
Anstieg > als 7,0 mb gegentiber dem Vortag, hatte dagegen, wie schon 

erwaihnt, eine deutliche Beziehung 


pl 02/+h ergeben (Abb. 9a). Diese Befunde 
* | | zeigen, wie die Anderung der Defi- 
70 nition der Stichtage eine Beziehung 
60 zweier Zahlenfolgen zueinander er- 
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kann. 
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Abb. 9, Maxima der interdiurnen Luftdruck- ziehung zwischen Bakterienaktivitat 
anderungen (nicht eingezeichnet) mit Folgen und meteorologischen Vorgangen 
Yeshioen dehnetr stehtage und O- ANE Jt sich durch Ermittlung des Kor- 
nach der n-Methode im Sinne von DULL relationskoeffizienten objektiver dar- 
stellen als nach der n-Methode. Wir 
haben daher auch diesen Weg versucht, konnten jedoch in keinem Fall 
eine gesicherte Korrelation feststellen. Schon die Abb. 10 und 11, in 
denen die Oxydationstiitigkeit der Bakterien mit der Tropopausenhéhe 
und der Hochfrequenzstrahlung kombiniert wurde, lassen erkennen, wie 
wenig eine Beziehung vorhanden ist. In beiden Fallen ergaben sich 
lediglich diffuse Punktwolken. Bei linearer Korrelation hiatten die 
Punkte um eine Gerade gruppiert sein miissen. Auf die Berechnung des 
Korrelationskoeffizienten konnte daher fiir diese beiden Falle von vorn- 
herein verzichtet werden. 


Zwischen interdiurnen Druckiinderungen und Oxydationstitigkeit der 
Bakterien ergab sich ein Korrelationskoeffizient von + 0,20. Mit 41,5°% 
Aussagesicherheit stellte dieser noch eine Variante der Nullkorrelation 
dar (nach R. A. Fisher aus WEBER 1948, z-Test). Auch die Korrelations- 
koeffizienten zwischen Bakterientitigkeit und Luftdruck bzw. erd- 
magnetischen Charakterzahlen waren mit + 0,15 (= 53% Aussage- 
sicherheit) bzw. + 0,07 (= 88% Aussagesicherheit) Varianten der 
Nullkorrelation. 
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4. Nitritoxydation und Luftkérperwechsel 

Auch der Vergleich mit den Luftk6rperverainderungen, wie sie in den 
Biometeorogrammen des Meteorologischen Observatoriums Hamburg 
dargestellt werden, lie& keine sicheren Schliisse zu. Die Maxima der 
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Abb. 10. O,-Aufnahme von Nitrobacter winogradskyi und Tropopausenhdhe 
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Abb. 11. O,-Aufnahme von Nitrobacter winogradskyt und Hochfrequenzstrahlung 
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Bakterientatigkeit zeigten fiir den MeBbereich vom 19. Marz bis 23. Juni 
eine gewisse Tendenz, am Tage nach dem Einbruch kalterer Luftmassen 
aufzutreten, oder aber noch einen Tag spater, wenn sich der Luftkorper in 
starker labilem Zustand befand. Das kénnte eine Stiitze fiir die nach der 
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n-Methode erhaltene Beziehung zwischen Oxydationsmaxima und 
interdiurnen Luftdruckaénderungen sein, da Einbruch kalter Luftmassen 
haufig mit Druckanstieg verbunden ist. Sichere Aussagen werden jedoch 
erst méglich sein, wenn wesentlich mehr Stichtage zur Verfiigung stehen, — 
d.h. wenn die Beobachtungen wesentlich iiber 3 Monate ausgedehnt 
werden k6onnten. 

Ob die Schwankungen der kosmischen Strahlung einen EinfluB aus- 
iibten, wie TzscHascHEL u. Mitarb. (1954) fiir die bakterielle Reduktion 
des 1-Nitroanthrachinon-7-sulfosauren Natriums fanden, konnte wegen 
Fehlens von MeBunterlagen in Hamburg nicht gepriift werden. 


Inaktivierung von Nitrobacter 


Auf 8.350 war erwahnt worden, daB gleichzeitig angesetzte und daher in 
gleicher Weise vom Wetter beeinfluBte Versuche in ihrem Ergebnis be- 
trichtlich und etwa ebenso stark variierten wie die méglicherweise 
wetterabhingige MeBreihe. Die folgenden Versuche fiihrten zur Auf- 
findung wenigstens einer der méglichen Ursachen dieser Erscheinung. 

Bereits im Verlauf der Vorversuche war aufgefallen, daB langer nitrit- 
frei gewesene Bakteriensuspensionen im anschlieBenden WARBURG- 
Versuch schwacher oxydierten als solche, die frisch ausnitrifiziert waren, 
Ks schien, als ob ruhende und nicht oxydierende Zellen eine EinbuBe an 
Oxydationsvermégen erfahren. Um diese Frage zu priifen, wurden 
folgende Versuche angestellt : 

a) Zu 250 ml einer Bakteriensuspension, deren Dichte der Oxydation von 6 mg 
NaNO,/ml entsprach, wurde zur Aktivierung 1 ml Nahrlésung mit 6 mg NaNO, 
und 3,5mg K,HPO, gegeben. Sie war bereits nachmittags wieder nitritfrei und 
wurde abends geschiittelt. 50 ml davon wurden sodann in einen 100 ml-Erlenmeyer- 
Kolben gebracht und aufgehoben. Der Rest der Suspension erhielt erneut 5 ml der 
Aktivierungsnihrlésung und war am nichsten Morgen ausnitrifiziert. Zu diesem 
Zeitpunkt standen somit zwei Gruppen von Zellen zur Verfiigung: solche, die 
mindestens 15 Std geruht und solche, die die Oxydation gerade hinter sich hatten. 

Das Ergebnis der jetzt synchron angesetzten je 3 WARBURG-Versuche 
mit beiden Suspensionen war folgendes: Die wenig ausgeruhten Zellen 
zeigten wihrend 6 Std eine O,-Aufnahme von 78,0, die linger nitrit- 
freien von nur 47,4 wl. Die Differenz betrug etwa 40°! Damit fand die 
Vermutung eine Stiitze, daB der Aktivititsverlust der Bakterien mit der 
Dauer der Untitigkeit des Oxydationskomplexes der Zellen zusammen- 
hing. 

b) Zu diesem Versuch wurden 3 vollig gleich vorbehandelte Bakterien- 
suspensionen herangezogen, die aber unerwarteterweise unterschiedlich 
schnell nitrifiziert hatten. Das zu den Warsura-Ansitzen dienende 
Impfgut war daher noch nicht bzw. soeben bzw. mindestens 24 Std 
nitritfrei. Wie Abb. 12 zeigt, ist das Ergebnis eindeutig: Noch zu Ver- 
suchsbeginn Nitrit enthaltende Kulturen zeigten hohen O,-Verbrauch; 
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solche, die am Vortag ausnitrifiziert, zu Versuchsbeginn also mindestens 
24 Std nitritfrei waren, nahmen am wenigsten O, auf. Kulturen, deren 
Nitritprobe am Vorabend schwach positiv ausfiel, zeigten eine zwischen 
beiden liegende Aktivitit. 


720 == — 
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40 


0 . 1 
72h ie 1Y 15 16 a7 
Abb. 12. Inaktivierung von Nitrobacter winogradskyi; 1 nicht ausgeruht, 2 kurz ausgeruht, 
3 mindestens 24 Std ausgeruht 


c) Die naichste Versuchsreihe hatte den Zweck festzustellen, wie sich 
die Bakterien verhalten, wenn man sie nicht nur tiber 4 Std, sondern 
uber einen ganzen Tag beobachtet. Das Ergebnis zeigte zwar zum Wetter 
der betreffenden Tage keine Beziehung, dafiir aber war es in anderer 
Hinsicht recht aufschluBreich. 


Kin solcher Tagesversuch umfaBte 6 Abschnitte von jeweils 4 Std, die zeitlich 
unmittelbar aufeinander folgten. Der Endpunkt eines jeden 4stiindigen Teilversuchs 
und der Nullpunkt des folgenden deckten 
sich. Das Impfgut dieser 6 Teilversuche pL 02/ ah 
unterschied sich nur dadurch, daB es zu 
Beginn eines jeden Abschnitts jeweils 
um 4 Std alter geworden war. Derartige 
Tagesversuche wurden mehrfach wieder- 
holt. Das Ergebnis von 4 solchen Reihen Pat 


| 
ist in Abb. 13 zusammengestellt. ao si sada 
| e 


f, t | | | 


Wie man sieht, pendeln die Werte , i 
der 4 Std-Periode einer jeden Reihe — 40;-——— bis neh cilia reas i 
auf und ab. Diese kurzfristigen (ae ae ee ek CO alee 
Schwankungen haben sicher nichts | aire sei sates (4) 
mit dem Wetter zu tun. Auffallend bot ange gaan ae EC : cae 
sind hingegen 2 andere Erscheinun- Abb, 13. Inaktivierung von Nitrobacter 


gen: die deutliche Abschwachung _ winogradstyi nach Aufhéren der Nitritoxydation 
der Bakterienaktivitaét im Verlaufe 

der 24 stiindigen Versuchsdauer und die verschiedene Hohenlage der ein- 
zelnen Kurven. Der erste Vorgang bestitigt die bereits erwaihnte Inakti- 
vierung untatigen Impfgutes. Das gilt aber auch fiir das unterschiedliche 
Niveau an den verschiedenen Tagen. So stimmte das Impfgut der beiden 
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Reihen 1 u. 2 iiberein, nur hatte das letzte eine Woche geruht. Die Folge 
war eine um etwa 15°% schwachere Aktivitiit. Auch Reihe 3, die in ihrem 
Ergebnis von allen am héchsten liegt, wurde mit einer frisch ausnitrifi- 
zierten Suspension angesetzt. Nach alledem besteht kein Zweifel, dab 
das Oxydationsvermégen untatiger und ruhender Zellen eine fort- 
schreitende Inaktivierung erfahrt. 

Hierfiir spricht auch, daB die ,,lag-phase“‘ bei Versuchsansatzen mit 
Impfgut aus noch nitrifizierenden Kulturen im Warspure-Versuch ganz 
oder fast ganz ausbleibt, wahrend sie mit Zellmaterial aus Kulturen mit 
zunehmend zeitlichem Abstand von der Beendigung der Nitritoxydation 
zunimmt. Die ,,lag-Periode“‘ 1aBt sich daher wesentlich verkiirzen, wenn 
man der ausnitrifizierten Suspension einige Stunden vor Beginn der 
WarsBurc-Versuche eine kleine Nitritmenge zugibt. 

Diese Reaktivierung trat in den Versuchen unserer MefBreihe aller- 
dings nur unvollstandig in Erscheinung, obwohl reichlich Nitrit gegeben 
wurde. Daraus ging eindeutig hervor, daf zur vollstiindigen Wieder- 
herstellung des Oxydationskomplexes in den Zellen CO, erforderlich ist. 
Dieses war in den WarBure-Ansatzen nur in geringer Menge vorhanden, 
da es von der KOH absorbiert wurde. 


SchluBbetrachtungen 


Die vorliegenden Untersuchungen brachten keinen klaren Zusammen- 
hang zwischen der Nitritoxydation durch Nitrobacter und den Wetter- 
vorgingen. Unter den zum Vergleich herangezogenen geophysikalischen 
Faktoren waren lediglich die interdiurnen Luftdruckschwankungen mit 
der Bakterientitigkeit koordiniert insofern, als Tage starken Druck- 
anstiegs in der Regel mit Zeiten ansteigender bakterieller Oxydations- 
aktivitat zusammenfielen, nicht dagegen Tage fallenden Luftdruckes mit 
Zeitabschnitten sich abschwichender Oxydation. Der synchrone Verlauf 
von Oxydationsmaxima und Druckanstieg berechtigt jedoch nicht zur 
Annahme eines ursiichlichen Zusammenhangs. Beide Erscheinungen 
kénnen auf eine gemeinsame Ursache zuriickgehen. Aber selbst das ist 
sehr unwahrscheinlich, da einmal bei den Oxydationsminima keine ent- 
sprechende Korrelation zum Druckfall beobachtet werden konnte und 
ferner, da alle anderen, im Wetter zusammenwirkenden geophysika- 
lischen Faktoren, auch die ,,Wetterstrahlung’’ im Sinne von BorrE.s, 
keinen deutlichen Zusammenhang mit der Nitritoxydation erkennen 
lieBen. Kine nach anderen Gesichtspunkten vorgenommene, aber immer 
noch sinnvolle Definition der Stichtagfolge lie® zudem die Beziehung 
zwischen steigendem Luftdruck und Oxydationstatigkeit der Bakterien 
wieder verschwinden. 

Somit bleibt nur die Annahme iibrig, daB die einzige tiberhaupt 
brauchbare Korrelation rein zufallig zustande kam. Um das mit Sicherheit 
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zu entscheiden, miiBten allerdings die Beobachtungen iiber Jahre aus- 
gedehnt werden. Erst dann ware die Grundlage fiir eine wirklich ein- 
wandfreie statistische Bearbeitung gegeben. 

Auf der Suche nach den méglichen Ursachen der zeitlichen Schwan- 
kungen der Bakterienaktivitat stieBen wir auf wenigstens 2 Faktoren, 
die sich im Nitrifikationsexperiment verbargen. Das war einmal die In- 
aktivierung des Oxydationskomplexes untiitiger, d. h. nicht oxydierender 
Nitrobacterzellen. Diese Erscheinung brachte es mit sich, da% das Impf- 
gut fur die taglichen WarBurc-Versuche entgegen unserer urspriinglichen 
Annahme physiologisch nicht vollig gleichwertig war. Es lieB sich nicht 
auf die Stunde genau sagen, wann in den zur Beimpfung der WarBurc- 
Ansatze benutzten Zellsuspensionen das letzte Nitrit verschwunden war. 
Die Suspensionen waren wirklich gleichwertig gewesen, wenn die Frist 
von diesem Zeitpunkt bis zum Ansetzen der WARBURG-Versuche in allen 
Fallen gleich gewesen wire. 

Der zweite Faktor war vermutlich die CO,-Retention in der Nahr- 
l6sung der WarBurG-Ansatze. Durch die Anwesenheit von KOH in den 
ReaktionsgefaBen wurde zwar alles CO, aus der Gasphase schnellstens 
entfernt, nicht dagegen aus der Flissigkeit. Es blieb ein geringer Rest 
darin, um den die Bakterien mit der KOH konkurrierten. Wahrscheinlich 
war das die Ursache der erwahnten ,,lag-phase“‘, die wir als Ausdruck 
einer gewissen Reaktivierung des Oxydationskomplexes der Zellen nach 
MaBgabe des retinierten CO, ansehen mochten. Da offensichtlich deren 
Menge von Ansatz zu Ansatz variierte, waren auch ,,lag-phase“‘ und 
somit Reaktivierung verschieden. Dieser Faktor beeinfluBte wahrschein- 
lich den Neigungswinkel des gerade verlaufenden Teils der Oxydations- 
kurve, d. h. den 4 Std-Wert der O,-Absorption. 

So mégen die beiden, nur schwer zu beseitigenden Fehlerquellen am 
Auf und Ab der Ergebnisse unserer MeBreihe mitgewirkt haben, indem 
sich ihre GroBen einmal addierten, dann wieder aufhoben. Jedenfalls 
zeigen diese Uberlegungen, dal} die tagliche Wiederholung eines so ein- 
fachen Experimentes wie die Bestimmung der Intensitaét der Nitrit- 
oxydation von Nitrobacter nach der Warpurc-Technik bereits auBer- 
gewohnlich schwierig ist. 


Zusammenfassung 


1. Die Intensitat der Oxydation von Nitrit zu Nitrat durch ruhende 
Zellen von Nitrobacter winogradskyi wurde in der Zeit vom 19. 3. bis 
23. 6. 1955 fast tiiglich bestimmt. Als Mafi derselben diente die von 
13—17 Uhr absorbierte O,-Menge. 

2. Die so erhaltene biologische MeBreihe wurde mit entsprechenden 
meteorologischen Beobachtungsreihen verglichen. Besondere Aufmerk- 
samkeit wurde dabei den Maxima und Minima beider Reihen geschenkt. 
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3. Zu den folgenden Ereignissen, Ursachen oder Folgeerscheinungen 
des Wettergeschehens, konnten keinerlei Beziehungen festgestellt werden : 
Bortetssche Wetterkurve, Hohe der Tropopause, Sonnenfleckenhaufig- 
keit, Hochfrequenzstrahlung, erdmagnetische Charakterzahlen, Luft- 
kérperwechsel, Hohe des Luftdruckes, Sterbeziffer der Bevélkerung 
Hamburgs. 


4. Dagegen war eine ziemlich eindeutige Koordinierung von Zeiten 
hoher Oxydationstitigkeit der Bakterien mit solchen steigenden Luft- 
drucks zu beobachten, wenn der Ermittelung dieser Beziehung die 
,n-Methode“ nach Dixi (1934) zugrunde gelegt wurde. 


5. Die zeitliche Ubereinstimmung der beiden Ereignisse erlaubte je- 
doch noch keine weitergehenden SchluBfolgerungen, da Zeitabschnitte 
geringer bakterieller Aktivitat nicht mit fallendem Luftdruck koordiniert 
waren. Auch konnten fiir die zeitlichen Schwankungen der biologischen 
MeBreihe noch andere, in den Zellsuspensionen selbst liegende Faktoren 
verantwortlich gemacht werden. 


6. Ein solcher Faktor war die rasche und schwer zu kontrollierende 
Inaktivierung des oxydierenden Enzymkomplexes nichtoxydierender 
Zellen, ein zweiter das nicht vorauszusehende Mai der Reaktivierung 
solcher Zellen durch die in der fliissigen Phase der WarBure-Gefaibe 
noch vorhandenen CO,-Spuren. 


Die vorliegende Arbeit wurde durchgefiihrt im Zusammenhang mit Unter- 
suchungen, die von der Deutschen Forschungsgemeinschaft geférdert wurden und 
die den Atmungsstoffwechsel der nitrifizierenden Bakterien zum Gegenstand hatten. 
Wir danken dem Meteorologischen Observatorium Hamburg, insbesondere Herrn 
Dr. Kunnxr, ferner Herrn Dr. Jesse, vom Institut fiir Bioklimatologie und 
Meeresheilkunde der Universitat Kiel in Westerland auf Sylt fiir alle Hilfeleistungen 
und fiir die Uberlassung der meteorologischen Unterlagen, schlieBlich auch Herrn 
Dr. Bertram vom Institut fiir angewandte Mathematik der Universitat Hamburg 
fiir seine wertvolle Hilfe in Fragen der statistischen Auswertung der Beobachtungs- 
reihen. 
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Der Sexualeyelus sternbildender Bakterien 


Von 
W. HEUMANN 


Mit 56 Textabbildungen 


(EHingegangen am 18. Februar 1956) 


Die Bildung sternf6rmiger Komplexe durch Bakterienzellen wurde 
zuerst vor etwa 30—40 Jahren von BrYERINCK, LOHNIs, LIESKE und 
anderen Mikrobiologen gelegentlich beschrieben. Diese rein zufilligen 
Beobachtungen sind zunichst nicht weiter bearbeitet worden, so daB 
der Sinn dieser Erscheinung ungeklart blieb. Stapp u. BorTEts (1931) 
und Srapp (1942) haben dann im Rahmen ihrer Untersuchungen iiber 
Agrobacterium tumefaciens das Problem der Sternbildung aufgegriffen, 
GesetzmaBigkeiten dabei festgestellt und seine Deutung als Sexual- 
modus der Bakterien erwogen. Die Beschreibung der Sternbildung bei 
Rhizobium und anderen Bodenbakterien durch den Verfasser, H&vu- 
MANN (1954), und weitere cytologische Untersuchungen verschiedener 
Agrobacterium- und Rhizobium-Arten durch Srapp u. KNOsEL (1954) 
fiihrten iibereinstimmend zu dem Ergebnis, da Sternbildung als be- 
stimmtes Stadium einer regelmiBigen Folge von Vorgiingen, die zur Zell- 
und Kernverschmelzung fiihren, also eines Sexualvorgangs, anzusehen 
ist. In diesem Zusammenhang méchte ich darauf hinweisen, daB ,,Stern- 
bildung* noch nicht gleichbedeutend mit Sexualvorgang ist. Jene ist 
lediglich ein charakteristisches Stadium eines generativen Entwicklungs- 
gangs, der unter bestimmten physiologischen Bedingungen bis zur 
Vollendung eines Sexualeyclus abliuft, bei Anderung der Bedingungen 
aber leicht auf irgendeiner Stufe stehen bleibt und in vegetative Ent- 
wicklung umschligt. Es erscheint mir daher genauer, vom ,,Sexualeyclus 
der Sternbildung** zu sprechen, als lediglich von lee Sternbildung“, 
wenn die Sexualitit sternbildender Bakterien gemeint ist. 

Uber Anschauung und Beur teilung einzelner Phasen des Gesamtablaufs. 
insbesondere hinsichtlich der Vorgainge nach der Kopulation der Zellen, ist 
noch keine Ubereinstimmung erzielt. In vorliegender Arbeit werden Er- 
gebnisse vorgelegt, die durch stufenweise Dauerbeobachtung der lebenden 
Zellen mit der Phasenkontrastoptik und durch cytologische Parallelunter- 
suchung wesentlicher Stadien gewonnen wurden. Diese Methode erlaubt 
es, die einzelnen Phasen des gesamten Sexualcyclus in ihrer zeitlichen 
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Folge einzuordnen, atiologisch zu kennzeichnen und dank ihrer leichten 
Reproduzierbarkeit beizutragen, Unstimmigkeiten in der Beurteilung ein- 
zelner Stadien zu beseitigen. 


Den ersten exakten Beweis von der Existenz einer Sexualitat bei Bakterien ver- 
danken wir LEDERBERG und seiner Schule!. Die bedeutenden Ergebnisse seiner 
Kreuzungsversuche mit strahleninduzierten Mutanten von Escherichia coli, K-12, 
haben der gesamten Bakteriologie ein neues, fruchtbares Arbeitsfeld erschlossen, 
sie haben die Grundfrage, ob bei Bakterien iiberhaupt eine generative Phase 
existiere, bei der das Erbgut der Zellen in gesetzmaBiger Weise rekombiniert wird, 
positiv beantwortet. Dabei haben sich viele Analogien zur Sexualitat hdherer 
Mikroorganismen ergeben, von denen man auf Kopulation, Kernphasenwechsel, 
lineare Anordnung der Gene, Koppelungsgruppen usw. geschlossen hat, wahrend 
diese Vorginge sich morphologisch-cytologischer Bearbeitung bisher entzogen haben. 
Die hier niedergelegte Vorstellung vom Sexualmodus der Sternbildung ist dagegen 
das Ergebnis morphologisch-cytologischer Methoden. Es ist also zu untersuchen, 
ob sich die auf verschiedenen Wegen erschlossenen Vorstellungen iiber eine 
Bakteriensexualitaét miteinander vergleichen lassen. 

In den letzten Jahren sind noch zahlreiche andere Beobachtungen bei Bakterien 
mitgeteilt worden, deren Deutung als Sexualvorgang diskutiert wurde, z. B. Trans- 
formationen EpHrusst-TAYtor (1951), AusTRIAN (1952), Transduktionen ZrINDER 
u. LEDERBERG (1952), large-bodies Dimnes u. WEINBERGER (1951), STEMPEN u. 
HutcuHinson (1951), die filtrablen ,,L-Formen*‘ KLIENEBERGER-NoBet (1951) und 
die ,,conjugation tubes‘ DELAMATER (1951, 1953). 

Transformationen bei Bakterien sind grundsatzlich dadurch unterschieden von 
echten Sexualerscheinungen, da8 dabei immer nur ein kleiner Teil, ein Faktor des 
ganzen Genotyps, ohne Kopulation iibertragen wird, wahrend beim Sexualvorgang 
nach Verschmelzung der Elternkerne das gesamte Erbgut von der Rekombination 
erfaBt wird. LrpmRBERG (1951) trennt darum auch Transformations- und Trans- 
duktionserscheinungen als ,,infective transmissions von ,,Sexualphanomenen*‘ 
als zwei unterschiedliche Mechanismen genetischer Wechselwirkung zwischen 
Klonen. 

Transformationen sind auch bei Rhizobiwm beschrieben worden, Bauassa (1954), 
also bei der gleichen Bakteriengattung, bei der der Sexualcyclus der Sternbildung 
auftritt. Das dokumentiert, daB Transformation nicht als Aquivalent eines Sexual- 
vorgangs gewertet werden kann und da8 wir folglich unterscheiden miissen zwischen 
Transformations- und Sexual-Genetik bei Bakterien. 

Die meisten Autoren stimmen in der Ansicht iiberein, daB die Bildung von large 
bodies nicht als Stadium eines Sexualvorgangs anzusehen ist. Offenbar entstehen 
sie durch Einwirkung auBerer Faktoren auf stibchenférmige Zellen. Da jedoch bei 
Rhizobium bestimmte Stadien des Sexualcyclus der Sternbildung eine gewisse 
auBere Ahnlichkeit mit large bodies aufweisen, erscheint es notwendig, den Ent- 
wicklungsgang sowohl der large bodies als auch des Sternbildungscyclus anhand 
lebender und cytologischer Praparate zu vergleichen. mn tte 

Ob dagegen bei L-Formen von Bakterien, ,,pleuropneumonialike-organisms ", 
die meistens in der Entwicklungsreihe Stabchen-large bodies-L-Phase entstehen, 
Kopulationsvorgange stattfinden, ist noch eine strittige Frage. Analogien zwischen 
L-Phase-Organismen mit irgendwelchen Stadien des Sexualeyclus der Sternbildung 


sind nicht vorhanden. 


1 LEDERBERG (1947, 1949), LEDERBERG u. Mitarb. (1951) und Tarum u. LepEr- 
BERG (1947). 
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DreLamater hat auf Grund cytologischer Praparate Konjugation bei Bacillus 
megaterium beschrieben. Meines Wissens ist es bisher aber noch nicht gelungen, das 
Auftreten der ,,conjugationtubes“ in einen geschlossenen Sexualkreislauf ein- 
zuordnen, so daB einem Vergleich der Sexualitat von Bacillus megateriwm und 
Sternbildnern noch nicht geniigend Beobachtungsmaterial zugrunde gelegt werden 
kann. Wenn die Angaben iiber Mitose und Meiose bei Bacillus megatertum und 
Micrococcus cryophilus, [DELAMATER u. Mupp (1951), DELAMATER u. WOODBURN 
(1952), HunrEr (1955)], zutreffend sind, so wiirden sie auf Analogien zur Cytologie 
hdherer Organismen hinweisen, die ahnliche Analogien bei der Sexualitét von 
Bakterien und héheren Organismen vermuten lieBen. 


Unsere Vorstellungen und unser Verstiindnis von Sexualerscheinungen 
sind ausgebildet an dem Verhalten héherer Formen. Ein Sexualcyclus 
von Bakterien kann daher nur als solcher erkannt und beschrieben 
werden, wenn er sich durch Begriffe erfassen la Bt, die bei hsheren Formen 
geprigt wurden. Man darf hoffen die einzelnen Phasen eines Sexual- 
cyclus von Bakterien um so richtiger zu beurteilen, je zwangloser sie sich 
in ein bekanntes Begriffssystem einordnen lassen. Es wird daher zu 
zeigen sein, ob sich bei Mikroorganismen, die den Bakterien phyloge- 
netisch nahestehen, Analogien zu ihrem Sexualmodus auffinden lassen. 


I. Material und Methode 
A. Bakterienstimme 

Fiir die Untersuchung wurden 3 Bakterienstimme verwandt: Stamm 5, wurde 
im Friihjahr 1954 im Rahmen anderer Untersuchungen aus der Rhizosphare von 
Erlenpflanzen isoliert. Die Staibchen haben die GréBe von 0,8 bis 0,9 x 1,5 bis 
5 uw, sind gramnegativ, begeiBelt und obligat aerob; Endosporen werden nicht ge- 
bildet. Cytologische Praparate von vegetativen Zellen lassen meistens nur einen 
Kern in der Zellmitte erkennen, der oft zentral etwas eingebuchtet ist. Es erscheint 
moglich, daB er das Aquivalent fiir zwei Kerne darstellt. Bei vegetativem Wachstum 
folgt die Zellteilung unmittelbar der Kernteilung. Das Wachstum auf festem und 
fliissigem Moéhren-Nahrmedium ist sehr gut, auf Standard I-Agar (Merck), Aspa- 
ragin-Agar (WAKSMAN 1950) und anderen synthetischen Medien schwacher, aber 
noch gut. B, neigt ahnlich wie Rhizobium zur Bacteroidbildung. Auf allen unter- 
suchten Nahrsubstraten erzeugt der Stamm einen hellroten Farbstoff, der nicht 
aus den Zellen diffundiert. Die erhebliche ZellgréBe von B,, seine ausgepragte 
Neigung zur Sternbildung — oft findet man alle Zellen einer Kultur sternférmig an- 
geordnet — und die bemerkenswerte Anspruchslosigkeit an die Kulturbedingungen 
kennzeichnen den Stamm als ideales Versuchsobjekt. 

AuBer B, wurden 2 Stimme von Rhizobium leguminosarum, bei denen ich friiher ge- 
legentlich Sternbildung beobachtet hatte, in die Untersuchung einbezogen: Stamm 
H,; verdanke ich Herrn Prof. Dr. A. I. Virtanen in Helsinki, Stamm By habe ich 
1951 aus Erbsenkndllchen isoliert. 

Alle 3 Stémme wurden vegetativ auf Méhrenagar (MULLER u. Stapp 1925) bei 
27° C kultiviert; ganz allgemein rangieren sie hinsichtlich ihrer Anspriiche an das 
Kulturmedium in folgender Reihe: By < Hy; < Bs. Die Kultur von B, macht selbst 
auf ganz frischem Méhrenagar oft Schwierigkeiten. 


B. Dauerbeobachtung 
Ks wurden Objekttrigerkammern (Abb. la und b) hergestellt, die gute Ent- 


wicklungsbedingungen fiir Deckglaskulturen — unbehinderte Luftzufuhr, Ver- 
hinderung von Austrocknung und Fremdinfektion — und gleichzeitig gute optische 
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Bedingungen zur Beobachtung und Photographie mit der Phasenkontrastoptik 
(Objektiv Zei8-Winkel, Ph 100/1,30 Ol) gewahrleisten. 

Fiir jede Versuchsserie wurden 5—8 Kulturréhrchen mit einer 23 Tage alten 
Kultur kraftig geimpft und im Thermostaten bei 27° C aufgestellt (Versuchsmedium 
fiir die Sternbildung siehe Abschnitt II). Die Entwicklung der Versuchskulturen 
wurde 9 Wochen lang verfolgt, indem erstens tiglich Proben mikroskopisch unter- 
sucht wurden und zweitens in Abstanden von 7 Tagen von Proben Deckglaskulturen 
zur Dauerbeobachtung angesetzt wurden. Als Substrat fiir die Deckglaskulturen 
wurde Mohren-Agar verwandt, dem 1,2% Salep! zugesetzt war, also ein der vege- 
tativen Entwicklung besonders giinstiger Nahrboden. Der Salep-Zusatz verleiht 
diesem eine so zaihe Konsistenz, daB 
die Bakterien ihre GeiBeln nicht be- 
wegen k6nnen, wodurch eine Verfal- 
schung der Bilder von Entwicklungs- 
reihen durch etwa hinzu- oder abschwim- 
mende Stabchen vermieden wird. Die 
Beobachtung der Deckglaskulturen wur- 
de mindestens 7 Tage lang unterhalten, 
in den Zeiten zwischen der Beobachtung 
wurden die Objekttrager unter einer 
Glocke bei 27° C aufbewahrt. Mit dieser 
Methode der stufenweisen Dauerbeob- 


Abb.1a Aufsicht. Abb. 1b medianerSchnitt durch 


achtung kann ein liickenloses Bild vom 
Entwicklungskreislauf — sternbildender 
Bakterien im Versuchsmedium und von 
der Entwicklungsméglichkeit des jeweils 
erreichten Stadiums auf frischem, der 
vegetativen Entwicklung  giinstigem 
Substrat erhalten werden. 


eine Objekttragerkammer fiir Deckglaskultur. 
a Objekttriger: 75 x 251mm; b Paraffinrand: 


Dicke ~ 0,02—0,05 mm; ec Glasplittchen: 
25x25x1mm, Loch in der Mitte @ 8 mm; 
d Vaselinschicht zum Aufkleben des Deck- 
glischens; e Deckglischen: 
18 x 18 x 0,09—0,11 mm; f Niaihrmedium; 
g feuchter Filterpapierstreifen. 


C. Cytologische Verfahren 


Die frischen Ausstriche wurden 4 min in Dampfen einer 1% igen Os,0,-Lésung 
fixiert, in nHCl bei 60° C hydrolysiert und nach FEULGEN oder Giemsa gefarbt. Die 
besten Zeiten fiir Hydrolyse und Farbung sind je nach Organismus, Kulturalter 
und Kulturmedium verschieden und miissen jeweils neu bestimmt werden. Die 
cytologischen Ergebnisse beider Verfahren decken sich bei den vorliegenden 
Untersuchungen. Zur Photographie wurden indessen nur HCl-Gremsa-Praparate 
wegen ihrer gréBeren Farbtiefe verwandt. 


II. Physiologische Bedingungen fiir den Sexualcyclus der Sternbildung 


Die Auslésung generativer Vorginge ist bei sternbildenden Bakterien, 
ahnlich wie bei anderen Organismen, an eine bestimmte Konstellation 
innerer und auBerer Faktoren gebunden. Die inneren Faktoren stellen 
sich im Verlaufe des physiologischen Alterns der Hinzelstébchen von 
selbst ein, die 4uBeren Faktoren miissen durch Variierung der Kultur- 
bedingungen gefunden werden. Dabei ist zu beachten, da8B Sternbildung 
noch nicht Sexualvorgang bedeutet; sie ist lediglich das Anfangsstadium 


1 Tubera Salep, Herkunft Tiirkei. Die Droge wird hergesteilt durch Brithen, 
Trockenen und Zermahlen von Knollen bestimmter Orchis-Arten. 
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in einem Entwicklungskreislauf. Dieser kann nur dann als Sexualcyclus 
angesprochen werden, wenn er durch die regelmaBige Folge simtlicher 
nachstehend grob skizzierter Stadien vollendet wird: 1. Aneinander- 
legen von Zellen zur Sternfigur (,,Sternbildung*’). 2. Zentrale Verlage- 
rung der Zellkerne, Verdickung des zentral gelegenen Stabchenpols, Ab- 
sterben der peripheren Stabchenenden (,,Kopfbildung’). 3. ,,Kopula- 
tion’. 4. ,,Zygotenbildung‘. 5. ,,Zygotenkeimung’* (HEUMANN 1954). 


A. Kulturmedium 


Vorversuche hatten gezeigt, daB die Einleitung der generativen Phase 
in fliissigem Medium besser vonstattengeht als in festem. 


Es wurden zwei Grundlésungen angesetzt, eine natiirliche: mit Leitungswasser 
10fach verdiinnter Mohrensaft, auf px 7,5 eingestellt, im folgenden mit (M6) ab- 
gekiirzt, und eine synthetische: 1,0 g MgSO, - 7 H,O; 1,0 g Mn-Citrat; 1,0 g K,HPO,; 
0,5 g¢ FeSO,-7H,0O; 0,5 ¢ FeCl,-6H,O; 4,0g¢ Glucose; 1000 cm* dest. Wasser 
pu-Wert auf 7,5 eingestellt, im folgenden mit (Synth) abgekiirzt. (M6) ist als Voll-, 
(Synth) als Mangel-Substrat anzusprechen. In Anlehnung an die Arbeit von Stapp 
u. Borrets (1931) wurde zunachst die Wirksamkeit von Eisen- und Mangansalzen, 
0,01% FeSO,- 7 H,O und 0,019% Mn-Citrat, im folgenden mit (FeMn) abgekiirzt, 
getestet. Dariiber hinaus wurden Versuchslésungen von Eisenoxydhydrat! (Bav- 
piscH 1932) und einem eisenhaltigen Dreistoffkatalysator? (Krause 1939 und 
HEUMANN 1952) in Verbindung mit (M6) und von (Synth) ohne weiteren Zusatz 
gepriift. 


Tabelle 1. Wirkung verschiedener Oxydationskatalysatoren 
auf den Sexualcyclus der Sternbildung von B, 


z é Mé) — 0,1% | (Md) + 0,1% 
Slee co - | Eisenoxyd- oe: (Synth) 
| * hydrat katalys. 

Sternbildung . a ape ae +. 255 +++ | +++ 
Kopfbildang . | ++ +4 a ae Be 
Kopulation . ) | aie | 0 0 0 
Zygotenbildung 0 | + 0 | 0 | 0 
Zygotenkeimung 0 + 0 0 | 0 


Tab. 1 zeigt, daB die ersten beiden Stadien des Sexualeyclus von Bg 
auf allen Versuchsmedien, einschlieBlich Kontrollmedium, erreicht 
werden, ein Ausdruck fiir die starke Neigung dieses Stammes zur Stern- 
bildung. Im allgemeinen liuft die Entwicklung dann aber nicht weiter, 
es kommt nicht zum Sexualvorgang, nur vereinzelt wird das Endstadium 
Zygotenbildung und -Keimung durch Zusatz von Eisensulfat und Man- 
gancitrat zu (M6) erreicht. Das Ergebnis ist aber auch mit diesem Sub- 
strat nicht voll befriedigend. Die Endstadien sind nicht regelmaBig zur 


' Kisenoxydhydrat = Eisenoxydgelb 920, frei von zweiwertigen HKisenver- 
bindungen (Farbenfabriken Bayer, Werk Uerdingen). 

* Dreistoffkatalysator, bestehend aus einem Gemisch von Eisen-, Magnesium- 
und Kupferhydroxyden. 
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planmaRigen morphologischen und cytologischen Untersuchung verfiig- 
bar. AuBerdem begiinstigt dieses Medium die Ausbildung lichtbrechenden 
Schleims im Sternzentrum, wodurch die Beobachtung gerade der wich- 
tigsten Stadien im Sexualcyclus sehr erschwert wird. Ob Eisen- und 
Mangansalze wirklich als Oxydationskatalysatoren beim Stoffwechsel 
der Zelle wirken, wie Stapp u. Borrexs (1931) und Srapp u. Knoser 
(1954) angeben, die Sexualitat also tiber die Atmung der Zellen beein- 
fluBt werden kann, bleibt durch stoffwechselphysiologische Untersuchun- 
gen zu klaren. 


Der Rhizobium-Stamm H,, wurde auf dem gleichen Versuchsmedium 
getestet. Das Ergebnis war ahnlich: vereinzelt war Sternbildung und 
ganz selten Weiterentwicklung des Kreislaufs bis zur Kopfbildung zu 
beobachten. 

Kin weiterer Versuch, durch Zusatz von Vitaminen, einzeln und kombi- 
niert, zur synthetischen Grundlésung (+ 0,05°/, Ascorbinsadure; + 0,01 Jo 
p-Aminobenzoesaure; + 0,01% Lactoflavin; + 0,01% Aneurin; 
+ 0,01°% Nicotinséureamid) den Sternbildungscyclus auszulésen, ver- 
lief bei allen 3 Stammen ergebnislos. 


Bei Gelegenheit fritherer Untersuchungen ganz anderer Fragestellung 
war Sternbildung durch Rhizobiwm auf Blutnahrbéden haufig beobachtet 
worden. Demzufolge wurden jetzt Versuche mit Zusatz von Menschen- 
blut zu (M6) + (FeMn) und zu (Synth) durchgefiihrt. Nach der Sterili- 
sation im Dampftopf wurden die Versuchsmedien auf 30° C abgekihlt 
und jeder Losung 7,5°{, Menschenblut unmittelbar nach der Entnahme 
aus der Armvene zugegeben. In beiden Versuchsserien war der Erfolg 
ausgezeichnet, simtliche Stadien des Sexualcyclus wurden von 6, und 
H,, durchlaufen (Tab. 2). 

Die Versuchsreihen wurden immer mit dem gleichen Ergebnis bis zu 
achtmal wiederholt. Die Substrate konnten ohne Kinbufe ihrer Wirk- 
samkeit im Kiihlschrank bei + 3° C aufbewahrt werden. Es sind damit 
Versuchsmedien gefunden, die den gesamten Sexualcyclus der Stern- 
bildung bis zur Zygotenbildung jederzeit leicht reproduzierbar dar- 


stellen lassen. 


Die induzierende Rolle des Bluts erscheint besonders merkwiirdig bei Bakterien, 
deren natiirliches Biotop der Erdboden ist. Uber seine Wirkungsweise laBt sich 
noch nicht viel sagen. Ahnlich wie bei der Wirkung der Hisen- und Mangansalze 
mag eine Erhéhung des oxydativen Stoffwechsels mitbeteiligt sein, sie reicht aber 
zur Erklarung nicht aus. Lrrrte u. Burris (1947) haben gefunden, da8 Hamo- 
globinzusatz zu Kulturen von Rhizobiwm trifolii, Escherichia coli und Torula 
canadensis die Sauerstoffaufnahme nur bei erniedrigtem Sauerstoff-Partialdruck, 
pO, = 0,01 atm, nicht aber bei der Sauerstofftension der Luft stimuliert. 

DeLAMATER (1951) berichtet iiber die Bildung von ,,Conjugation tubes™ bei 
Bacillus megaterium. Es ist bemerkenswert, daB er diese Erscheinung nur bei 
Kulturen, denen Menschenblut oder Menschenserum zugesetzt war, beobachten 


368 W. Hevumann: 


konnte. Es muB allerdings vorerst dahingestellt bleiben, ob sich die Bildung von 
,,Conjugation tubes‘ und der Sexualcyclus der Sternbildung vergleichen lassen. 


Wie Tab. 2 weiter zeigt, reagieren die 3 getesteten Bakterienstaémme 
verschieden. B,, ein besonders anspruchsvoller Rhizobium-Stamm, ver- 
sagt auf beiden Substraten vollstindig, H,, auf (Synth) + Blut zum Teil. 


Tabelle 2. Wirkung von Blut auf die Sternbildung durch B,, Hy, und Bs 


(M6) + (FeMn) + 7,5% Blut | (Synth) + 7,5% Blut 
Sternbildung 
erie. Tree 2 +-+-+ +++ 
His ee ieee aon ae te 
ieee a ee Ee eo. Se + 0 
Kopfbildung 
UPR on ORS Sts eed ee Soe ++ 
ON Oem) te Sp a a Re ee +4 26 
ReitaS ud “retina certain, ! 0 
Kopulation 
| 5 A a em eB pot eo 
ae haat ee Oe eae 0 
ga ate oe caer 0 0 
Zy gotenbildung 
BEM, CORON: Te sep b Pawieets 
Hig wk Ae | +++ 0 
pSuicatia. cS ee 0 0 
Zygotenkeimung 
Bah Gi ets. Rees a5 ae 
lea Te teste Ube: tar rst ies 0 0 
yee ney pt ake eercan ey oe Snort 0 0 


Tabelle 3. Vegetative wnd generative Entwicklung der 3 Bakterienstimme 
auf Grundlésungen ohne und mit Blutzusatz 


es ; (M6) + (FeMn) 2 w SAP (Synth) + Blut 
Stamm eyo k acai Bias soverey " 5 area ios i generat. 
Entwicklung Entwicklung 
Be... +++ +++ +++ +++ 
My - . Seba ales “IE + 
Beak as 0 0 0 


Die Ursache hierfiir wird klar, wenn wir das vegetative Wachstum der 
3 Bakterienstimme auf Grundlésung ohne Blut mit der Neigung zur 
Sexualitét (generativen Entwicklung) auf Grundlésung mit Blut ver- 
gleichen (Tab. 3). 

Ks zeigt sich dabei, daB reges vegetatives Teilungswachstum, also 
relativer Nahrstoffreichtum, die Voraussetzung fiir die Umstimmung der 
Zellen zur generativen Entwicklung ist. Der anspruchslose Stamm Bs 
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wachst auf beiden Grundlésungen gut, bei Blutzusatz setzt die genera- 
tive Phase in groBem Umfange ein. Da dies schon wenige Stunden nach 
Beimpfung des Versuchsmediums geschieht, kann eine Erschopfung der 
Nahrlésung nicht ursiichlich an der Umstimmung der Zellen beteiligt 
sein. Bei H,, wird nur die Kultur auf der Grundlésung (M6) bei Blutzu- 
satz generativ umgestimmt, da nur sie gutes vegetatives Wachstum er- 
moglicht, und bei B, gentigen beide Grundlésungen nicht der vegetativen 
und damit auch nicht der generativen Entwicklung. 

Kine Parallele hierzu findet sich in der Arbeit von PRINGSHEM u. 
ONDRACEK (1939) iiber die Untersuchung der Geschlechtsverhiltnisse 
der zu den Chlorophyta gehérenden, am Anfang des Algensystems stehen- 
den Polytoma. Auch bei dieser Alge ist Nahrstoffreichtum Voraussetzung 
fiir reichliche Kopulation. Fiir die Untersuchung des Sexualvorgangs der 
Sternbildung ist es indessen zweckmiBig, die Nahrstoffmenge im Ver- 
suchsmedium zu begrenzen, damit durch Beschrinkung der Organismen- 
zahl die Entwicklung iibersichtlich bleibt. 


B. Vorbehandlung der Organismen 

Um festzustellen, ob unterschiedliche Behandlung der Organismen 
vor dem Einimpfen ins Versuchsmedium Einflu8 auf ihre Sternbildung 
habe, wurden gepriift: Zellen von 

ruhenden Kulturen (6 Monate im Kiihlschrank bei + 3° C), 

Imal auf Méhrenagar umgesetzten Kulturen, 2 Tage alt, 

6mal im Abstand von 2 Tagen auf Méhrenagar umgesetzten Kulturen, 

6 Tage alten Flissigkeitskulturen (Mohrensaft), 

6 Tage alten Fliissigkeitskulturen (Synth). 

Der Ablauf des Sternbildungscyclus bleibt von der Vorbehandlung 
der Zellen unberiihrt. Er setzt bei der Einimpfung ruhender Zellen 
lediglich etwas spater ein als bei Verwendung von Organismen der log- 
Phase. 

Ill. Der vollstindige Sexualeyelus der Sternbildung 


Wie oben erwahnt, lit sich der Kreislauf in 5 Phasen aufgliedern, 
die nach Inhalt und Folge bei B, und H,, véllig tibereinstimmen. Die 
meisten Phasen sind am besten bei B, zu beobachten, so da sie am Bei- 
spiel dieses Stammes beschrieben werden sollen. Zur Erginzung und 
zum Vergleich werden dann die wichtigsten Bilder des Rhizobiwm- 
Stammes H,, hinzugezogen. Die Entwicklungsreihen sind bei lebenden 
Organismen mit der Phasenkontrastoptik beobachtet und photogra- 
phiert worden. Zur Klirung des Kernverhaltens wurden von den wich- 
tigsten Stadien lebende und fixierte Praparate parallel untersucht?. 


1 Die lichtoptischen Bilder stellen die Objekte in 2200 facher, die elektronen- 
optischen in 11400 facher VergréBerung dar. 
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A. Stamm B, 


1. Sternbildung. Etwa 4—6 Std nach dem Einimpfen in die Ver- 
suchslésung setzt der Sexualcyclus ein. Nur junge, schwarmende Zellen, 
die sich in gutem vegetativem Wachstum befinden, schreiten zur Stern- 
bildung. Dabei gewinnt man den Eindruck, daf von einem Zellpol der 
Stiibchen eine anziehende, vom anderen eine absto&ende Wirkung aus- 
geht, denn in Sternen aus wenigen Zellen sind die Winkel zwischen den 
Stiibchen oft annahernd gleich (Abb. 5). Ob dieser Wirkung Chemotaxis 
zugrunde liegt, bleibt vorerst ungeklirt. Die Zahl der Zellen, die sich an 
der Sternbildung beteiligen, nimmt im Laufe der Entwicklung zu. Wah- 
rend im Zentrum der Cyclus schon fortgeschritten ist, setzen sich an der 
Peripherie immer neue Zellen an. Dadurch entstehen sehr groBe Gruppen, 
bei denen fortgeschrittene Stadien im Zentrum, jiingere an der Peripherie 
zu beobachten sind (Abb. 10 und 11). Diese Anhaufungen bilden eine 
dichte Haut an der Oberfliche des Kulturmediums. Sind die Nahrstoff- 
reserven des Substrats begrenzt, so das keine neuen Stabchen mehr zur 
Sternbildung verfiigbar werden, so erlischt der Vorgang, nachdem die 
Kultur auskopuliert hat. Sind die Nahrstoffreserven dagegen reichlicher, 
so tritt Sauerstoffmangel als begrenzender Faktor der Sternbildung in 
Erscheinung. 

Die groBea Sternanhiufungen sind ungiinstig fiir die Beobachtung. 
Durch Verreiben auf dem Objekttrager lassen sie sich in kleinere Frag- 
mente, die bessere Beobachtungsméglichkeit bieten, zerschlagen. 

Gleich nach der Sternbildung verlangern sich die Stabchen haufig 
noch zentrifugal und schniiren eine vegetative Zelle ab (Abb. 3). Die 
Zellen befinden sich also offenbar im Ubergangsstadium vom vegetativen 
zum generativen Verhalten. 


2. Kopfbildung. Die Zellkerne, die sich zunichst wie bei vegetativen 
Stabchen in der Zellmitte befinden (Abb. 6), verlagern sich ins Stern- 
zentrum (Abb. 7 und 8), wodurch der zentrale Zellpol hiufig verdickt er- 
scheint (Abb. 3—5) Fortschreitend von der Peripherie zum Zentrum geht 
dann der Zellkérper bis auf den Kopf zugrunde (Abb. 15—19 und 9, 
12 und 13). Der Kopf der Zellen kann rund oder langlich sein, in der 
Regel umgibt er sich noch mit einer besonderen Hiille, bis zu der das 
Stibchen autolysiert. In Abb. 15 sind noch Reste des peripheren Stiab- 
chenteils, zum Teil dreieckig geformt, zu erkennen. Bei den Kopulations- 
paaren in Abb. 17 und 18 sind auch diese verschwunden. 


3. Kopulation. Gleichzeitig lost sich die Zellwand am Berithrungs- 
punkt zweier Képfe, sie bilden ein Kopulationspaar (Abb. 15—19 und 13). 
Ks wurden nur Kopulationen beobachtet zwischen Zellen, die sich an den 
Spitzen berthren; Flankenberiihrung geniigt offenbar nicht zur Kopu- 
lation. Das dreizipflige Gebilde links in Abb. 15 stellt ein verzweigtes 
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Abb, 2—10 und 12. Erliuterung siehe Tabelle 6, Seite 385 
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Stabchen, keinen Stern dar. Rechts daneben liegt ein fiinfzahliger Stern, 
dessen Glieder durch Druck auf das Deckglas etwas auseinandergedriickt 
sind, die beiden unteren Zellen im Kopulationsstadium. Rechts oben 
liegt ein weiteres Kopulationspaar nicht auseinandergedriickt. Abb. 16 


Abb. 11, 18—19, Erliiuterung siehe Tabelle 6, Seite 385 
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bis 19 zeigen fortschreitende Kopulationsstadien im Phasenkontrast. Die 
Bilder wurden durch Zerschlagen von Sternanhiufungen gewonnen. Es 
werden dabei immer nur Kopulationspaare oder einzelne K6pfe, niemals 
3 oder mehr in der Verschmelzung begriffene Képfe isoliert. Das laBt 
darauf schlieBen, da immer nur die Kerne zweier Zellen tusionieren. 
Die cytologischen Priparate bestiatigen diese Ansicht (Abb. 12 und 13). 
Es ist durch die Abbildungen der mit der HCl-Giemsa-Technik be- 
handelten Praparate allein eine ganz tiberzeugende Einsicht in den Vor- 
gang der Kernverschmelzung nicht zu gewinnen, zwei iibereinander 
liegende Kerne kénnen eine Fusion vortiiuschen (Abb. 12, rechts unten), 
Abb. 13 Mitte unten diirfte allerdings ein einwandfreies Kernfusions- 
Stadium darstellen. Bei anderen Sternfragmenten sind im Zentrum 
mehrere groBe Zellkerne, vermutlich in der Verschmelzungsphase zu er- 
kennen. AufschluBreicher als die cytologischen Praparate sind indessen 
die Phasenkontrastbilder, insbesondere Abb. 16—19. 

Abb. 14 zeigt einen Stern von (M6)-Grundloésung ohne Blut. In ihm ist 
der Kopulationsvorgang durch lichtbrechenden Schleim verdeckt, so daB 
der Eindruck von der Verschmelzung mehrerer Zellen erweckt wird. Die 
eingehende Untersuchung der in der Kopulationsphase befindlichen Sterne 
von Blutsubstrat, insbesondere aber die Tatsache, daB bei der Zerschlagung 
dieser Sterne immer nur Kopulationspaare isoliert werden, zeigt, dab 
an der Verschmelzung in der Regel nur 2 Zellen beteiligt sind, so da das 
Kopulationsprodukt als Zygote und nicht als Polyzygote (HEUMANN 
1954) zu bezeichnen ist. 

4. Zygotenbildung. Wahrend und nach der Verschmelzung um- 
geben sich die Kerne mit einer Hille aus mehr oder weniger lichtbrechen- 
der Substanz. Die fertige Einzelzygote hat dann einen Durchmesser von 
2—4u. Abb. 10 und 11 zeigen im Sternzentrum die fortschreitende 
Zygotenbildung. Es ist klar, da bei dem oben beschriebenen Modus der 
Sternbildung die Zygoten in mehr oder weniger groBen Gruppen oder 
Anhaufungen zusammenliegen (Abb. 20). Auch hier ist es erforderlich, zur 
Beobachtung das Objekt durch Zerreiben zu vereinzeln. In Abb, 21—25 
sind einzelne Zygoten dargestellt, je nach Form der Hiille erscheinen sie 
rundlich oder mehr krugférmig, oft hingen am Rande noch Reste der Stib- 
chen, die die Zygote gebildet haben. Der Kern erscheint im Phasenkon- 
trastbild meist dunkel oder etwas lichtbrechend. 

Ein wesentliches Argument fiir die Zygotennatur der lichtbrechenden 
Gebilde ist der Nachweis von DNS-Strukturen im Kern. In Abb. 26 
und 31 sind Zygotengruppen, in Abb. 28—30 Kinzelzygoten mit der 
HCl-Giemsa-Technik behandelt dargestellt. Die positive Kernreaktion 
ist tiberall deutlich zu erkennen. Es mag vorkommen, daB die Kernfusion 
erst in der Zygotenhiille stattfindet, denn in jungen Zygoten ist manch- 
mal ein Doppelkern zu erkennen (Abb. 32). Die Zygotenhiille wird durch 


374 W. HeuMaAnn: 


die Hydrolyse nicht gelost, sie erscheint ungefarbt im Hellfeld schmutzig- 
grau, nach der Farbung schwach gelblich-rétlich. Von den Zygoten ge- 
winnt man ein besonders eindrucksvolles Bild durch fixierte ungefiarbte 


20 


26 97 


28 29 30 31 39 


Abb, 20—32. Erkliirung siehe Tabelle 6, Seite 385 
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Phasenkontrastpraparate (Abb. 27). Die Hiille erscheint dunkel, wah- 
rend der Kern lichtbrechend aufleuchtet. 

Der Zeitbedarf fiir die einzelnen Phasen des Sexualcyclus der Stern- 
bildung bis zum Auftreten fertiger Zygoten liBt sich nur ungefahr an- 
geben, da nicht alle Zellen einer Kultur gleichzeitig in das Sexualstadium 
eintreten, und sich ja zu Beginn der Sternbildung immer noch neue 
vegetative Stabchen vom peripheren Pol der Sternzellen abschniiren. 
Vom Beginn der Sternbildung bis zum Auftreten kopfiger Sternglieder 
vergehen 2—4 Tage. Die ersten Zygoten sind nach 5 Tagen zu beobachten, 
fertige Zygotenanhaufungen nach 8 Tagen. Eine Kultur auf (Synth) + 
Blut hat nach 4—5 Wochen auskopuliert ; es sind dann nur noch Zygoten- 
gruppen, keine oder fast keine vegetativen Zellen mehr zu finden. 


5. Zygotenkeimung. Die gréBte Schwierigkeit, die sich der Beob- 
achtung der Zygotenkeimung entgegenstellt, ist, ahnlich wie bei den 
Zygoten mancher einzelliger Algen, die geringe Keimbereitschaft der 
Bakterienzygoten. Die Keimstimmung ist u. a. abhingig vom Alter. 
Tab. 4 enthalt Durchschnittswerte zahlreicher Keimversuche (121 Pri- 
parate) mit Zygoten zunehmenden Alters. Das Alter ist vom ersten Auf- 
treten der Zygoten im Versuchsmedium an gerechnet, die Keimprozente 
wurden in Deckglaskulturen auf Mohren-Salep-Agar ausgeziahlt bzw. 
bei groBeren Zygotengruppen vorsichtig geschatzt. 


Tabelle 4. Keimprozente von Zygoten 


Alter der Zygoten in Wochen 


Zygoten j Og" ut po tae t 4 siz 

von Medium | 3 | 4 an pay 7 | 8 | 9 
(Mo) -- (FeMn) 0 2 1 | 3 | 61 ioe 2 | 0 
(Synth) + Blut 0 3 Uien 2a a ALY 


Die héchsten Keimzahlen werden mit 7—8 Wochen alten Zygoten 
erhalten (Maximum bei einer Deckglaskultur 18°). Daraus ist zu folgern, 
daB sich die Zygoten dann in einer relativ guten Keimstimmung be- 
finden. Obwohl also die Keimprozente noch unbefriedigend sind, ist 
es gelungen, bei einer groBen Anzahl von Hinzelzygoten und von Zygoten- 
gruppen die Keimung durch Dauerbeobachtung zu verfolgen und Bild- 
serien davon herzustellen. Abb. 33 zeigt die Keimung einer Hinzelzygote 
von (M6) + (FeMn), Alter bei Ubertragung aufs Keimsubstrat 7 Wochen, 
Inkubationszeit bis zum Beginn der Keimung (Abb. 33a) 12 Std. Die 
links und unter der Zygote erscheinenden Stabchen sind abgestorben, 
sie veriindern sich nicht bei weiterer Inkubation. Es sind offenbar Reste 
der Zellen, die die Zygote durch Kopulation gebildet haben. Das Kei- 
mungsstébchen wichst nach rechts unten aus der Zygote heraus. Abb.33b, 
10 Std spiiter: das Keimungsstabchen hat sich erheblich verlingert, 
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unmittelbar nach Abschniirung der ersten Tochterzelle wurde photogra- 
phiert. Abb. 33c¢, 4 Std nach Abb. 33b: die erste Tochterzelle hat sich 
geteilt, das Keimungsstabchen erneut verlangert und die zweite Tochter- 
zelle abgeschniirt. Die Entwicklung wurde noch weiter verfolgt: in 
regelmaBigem Rhythmus schniirte das Keimungsstaébchen immer nur in 
Richtung von der Zygote weg Tochterzellen ab, die sich dann vegetativ 
durch Teilung weiter vermehrten, bis schlieBlich an der rechten Seite 
der Zygote eine dichte Kolonie entstanden war. Dabei blieb das 


Abb. 33, 34. Erlauterung siehe Tabelle 6, Seite 385 


Keimungsstibchen an der Zygote sitzen. Die Zygote selbst zeigte bei der 
Keimung keine optisch wahrnehmbaren Veranderungen, bis sie von 
der Kolonie der Tochterstibchen zugedeckt war. Sie behielt ihr licht- 
brechendes Ansehen bei, das also offenbar von einer Hiillsubstanz, die an 
der Keimung nicht beteiligt ist, herriihrt. 

Abb. 34 zeigt den Ausschnitt von einer Zygotengruppe, die im Alter 
von 6 Wochen von (Synth) +- Blut auf Keimsubstrat iibertragen wurde. 
In Abb. 34a ist trotz 9tigiger Inkubation noch kein Keimungsstibchen 
zu erkennen, Am 10. Tage erschien rechts ein Keimungsstiibchen 
(Abb. 34b). 18 Std spater hat sich am rechten Rande der Zygotengruppe 
eine Stabchenkolonie gebildet (Abb. 34¢c). 

In der Bilderserie 34 liBt sich die Verbindung des Keimungsstibchens 
mit einer zugehérigen Zygote nicht so gut erkennen, wie bei der Einzel- 
zygote (Abb. 33), so dafs der Einwand naheliegt, da’ unter der Zygoten- 
gruppe hervorwachsende vegetative Stiibchen Keimung vortiuschen. 
Dem widerspricht aber die lange Inkubationszeit von 9 Tagen, 
die bis zum Auftreten des Keimungsstiibchens erforderlich war. Bei 
vegetativen Stibchen ist schon etwa 4—6 Std nach der Ubertragung in 
die Objekttragerkammer die lag-Phase beendet. 
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Durch die Zygotenkeimung ist der Sexualeyclus der Sternbildung ge- 
schlossen. Mit der hier angewandten Methodik ist es nicht moglich, Auf- 
schluB tiber den Kernphasenwechsel der beteiligten Zellen zu gewinnen. 
In Analogie zu den Befunden LepErBeErcs bei der genetischen Unter- 
suchung von Hscherichia coli, K-12, und zum Kernphasenwechsel der 
meisten einzelligen Algen ist anzunehmen, daf die Zellen bei der Stern- 
bildung haploid sind, die diploide Phase auf das Zygotenstadium be- 
schrankt ist und bei der Zygotenkeimung die Chromosomenreduktion 
bei gleichzeitiger Gen-Rekombination stattfindet. Doch ist das bisher 
nicht mehr als eine Arbeitshypothese, die durch genetische Untersuchun- 
gen entschieden werden muB. 


B. Stamm Hy 

Das Anfangsstadium der Sternbildung ist bei diesem Rhizobium- 
Stamm besonders gut zu beobachten. Nach einer gewissen Schwirmzeit 
setzen sich einzelne Stabchen fest und scheiden dann aus dem Pol, der 
spater im Sternzentrum liegt, Schleimfiden aus (Abb. 35). Andere 
Schwarmer, die in die Nahe dieser Schleimfiden geraten, werden von 
ihnen aus ihrer urspriinglichen Bewegungsrichtung abgelenkt und ange- 
zogen. Sie setzen sich dann an den Schleimfaden fest und tragen ihrer- 
seits zu deren Verlangerung und Verstarkung bei. Nicht alle Schwarmer 
werden angelockt, manche schwimmen unberthrt in unmittelbarer Nahe 
der Schleimfaden vorbei. Man gewinnt den Eindruck, daB von den 
Schleimfaden Stoffe ins Medium diffundieren, deren Konzentrations- 
gefille auf geschlechtsreife Schwarmer eine chemotaktische Anziehung 
ausiibt. Der gleiche Vorgang ist auch bei B, und B;, hier jedoch nicht so 
deutlich, zu beobachten. 

Die Form der Anfangsstadien kann langgestreckt, flaschenbtirsten- 
formig (Abb. 35) oder sternformig (Abb. 36) sein. Kopfbildung und Auto- 
lyse der peripheren Zellteile sind in den beiden elektronenoptischen 
Bildern 41 und 42 gut zu erkennen (die Positive wurden noch einmal 
umkopiert, da dann die Formen plastischer hervortreten). 

Die H,;-Zygoten sind von denen des Stammes 6, kaum zu unter- 
scheiden. Im Durchschnitt sind sie etwas kleiner (Abb. 37). [hr Kern gibt 
DNS-Reaktion (Abb. 38 und 39). Bei fixierten, ungefarbten Praparaten 
leuchtet der Kern im Phasenkontrast lichtbrechend auf (Abb. 40). 

Zahlreiche Versuche, die Keimung von H,,-Zygoten zu beobachten, 
blieben bisher ohne Erfolg. 


IV. Abweichungen yom normalen Verlauf des Sexualeyelus bei B, 
auf blutfreiem Substrat 
Bei der Untersuchung einzelner Phasen im Entwicklungsgang der 
Sternbildung wurden eine Reihe von Beobachtungen gemacht, deren 
Bearbeitung zur Aufklarung des vollstandigen Sexualcyclus wesentlich 


9a 
Archiy f. Mikrobiologie, Bd. 24 26 


42 
Abb. 35—42, Erliiuterung siehe Tabelle 6, Seite 385 
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beigetragen hat, indem versucht wurde, diese Beobachtungen zu deuten 
und ihre etwaige Beziehung zu einzelnen Phasen des Sexualeyclus zu 
verstehen. 


A. Auf (M6) + (FeMn) 


Die Sternbildung ist gekennzeichnet durch ein zentripetales Streben 
von Zellen und ihren Kernen im Sternverband. Wird die Folge der Er- 
eignisse auf Blutsubstrat unterbrochen, bevor die Zygotenbildung einge- 
setzt hat, indem die Organismen vom Versuchsmedium auf frisches, der 
vegetativen Entwicklung giinstiges Substrat gebracht werden, so weicht 
das zentripetale Streben einer zentrifugalen Tendenz: die Sternstabchen 
wachsen zentrifugal und teilen sich, so da®B schlieBlich am peripheren 
Ende jeder Zelle eine kleine Kolonie entsteht. Diese Umstimmung der 
Sexualzellen in vegetative Zellen ist noch im Stadium der Kopfbildung 
moglich. In Tab. | wurde gezeigt, da auf verschiedenen Versuchsmedien 
ohne Blut der Sexualcyclus im Stadium der Kopfbildung steckenbleibt 
und nur ganz vereinzelt bis zur Zygotenbildung fortschreitet. Man findet 
in solchen Kulturen haufig bis auf den Kopf reduzierte Zellen, die teils 
noch im Sternverband, teils einzeln liegen. Werden sie auf frischen 
Mohren-Salep-Agar tibertragen, so setzt, ebenso wie bei vorzeitig unter- 
brochener Sternbildung auf Blutsubstrat, die vegetative zentrifugale 
Wachstumstendenz ein. Das Auswachsen geschieht immer, wie bei 
Zygoten, monopolar, so da bei Kopfen die isoliert im Nahrmedium 
liegen, ihre frithere Orientierung im Sternverband durch die Richtung 
ihres Auswachsens festzustellen ist. 

Abb. 43a zeigt in der Mitte unten einen Stern, dessen Zellen weit- 
gehend auf das Kopfstadium reduziert sind. Rechts oben liegen eine Zelle 
und ein Kopf dicht aneinander, links oben ein einzelner Kopf, beides 
Sternfragmente, beim Zerreiben der Kulturprobe entstanden. Kultur- 
daten: Alter auf (M6) + (FeMn) bei der Ubertragung 13 Tage, Ab- 
_ stande der Aufnahmen a bis d = 6, 3, 4 Std. 

Die Kulturdaten fiir den Kopf in Abb. 44a sind die gleichen, die Ab- 
stinde der Aufnahmen a bis d = 6, 4, 4 Std. 

Eine etwaige Verwechslung zwischen Bakterien-Kopf und -Zygote ist 
aus mehreren Griinden nicht méglich: erstens: der Durchmesser von 
Képfen ist wesentlich kleiner als der von Zygoten, er betragt 1—1,5 4 
(Zygoten 2—4 ). Zweitens: Bereits 8 Tage alte Kopfe wachsen nach 
einer lag-Phase von etwa 6 Std aus, wahrend Keimung frithestens bei 
4 Wochen alten Zygoten beobachtet wurde, zuziiglich einer meist mehr- 
tigigen Inkubationszeit, Kdpfe sind in diesem Alter bereits abgestorben, 

Das Auswachsen von K6pfen, also ihre Riickwandlung von Geschiechts- 
zellen zu vegetativen Zellen, steht in auffilliger Parallele zur Umstim- 


mung von Gameten zu vegetativen Zellen z. B. bei einzelligen Algen 
26* 
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Abb. 43, 44, 46—48. 
Erliuterung siebe Tabelle 6, Seite 385 
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aus der Familie der Chlamydomonadaceae, wenn die Gameten aus 
irgendeinem Grunde nicht zur Kopulation gekommen sind. In beiden 
Fallen dokumentiert sich am Verhalten der nicht zur Kopulation ge- 
kommenen Gameten die charakteristische Labilitit der Sexualphase. 


B. Auf unverdiinntem Mohrensaft 


In 14%—2 Monate alten Kulturréhrchen sind im Zentrum groBer, 
mehr oder weniger sternformiger Zellkolonien der Oberflachenhaut scharf 


45 


Abb. 45. Erliuterung siehe Tabelle 6, Se:te 385 


umgrenzte Massen lichtbrechender Substanz zu finden. Morphologische 
_und cytologische Einzelheiten lassen sich auch nach ihrer Zerkleinerung 
nur schwer erkennen, da das Bild durch zahlreiche Stabchen beein- 
trachtigt wird. Nach Ubertragung auf frisches Substrat wachsen aus den 
lichtbrechenden Massen Stiibchen heraus (Abb. 45). Die bisher iiber diese 
Erscheinung gewonnenen Unterlagen lassen ihre sichere Deutung noch 
nicht zu. Es wire vor allem zu entscheiden, ob diese lichtbrechenden 
Massen eine Phase im Sexualcyclus etwa als Kolonien dichtgedrangter 
Kopfe, oder in einem vegetativen Cyclus, etwa als L-Phase, darstellen. 


C. Auf Méhrenagar 
Bei dem Stamm B, ist Sternbildung auf allen Substraten festzustellen, 


auf denen er wichst. Auf Mohrenagar gebildete Sterne gehen sehr bald 
zugrunde, ohne daB es zu Kopfbildung oder Zellverschmelzung kommt. 
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Das Plasma granuliert (Abb. 46), die Granula gelangen meistens durch 
Offnungen der peripheren Enden der Stibchen ins Medium. Man findet 
dann hiiufig die leeren Zellhiillen mit abgeschnitten erscheinendem peri- 
pheren Ende noch zum Stern geordnet (Abb. 47 und 48, Alter der Kul- 
tur 9—11 Tage). Die Plasma-Granula geben keine DNS-Reaktion. Diese 
Erscheinung steht offenbar in keiner Beziehung zur Sexualitat der Zellen ; 
sie ist hier lediglich aus cyto- 
logischem Interesse aufgefiihrt. 


52 


Abb, 49, 50, 52. Erliiuterung sieche Tabelle 6, Seite 385 


V. Vergleich zwischen ,,large-bodies** und Zygoten 

Unter large-bodies versteht man mehr oder weniger kugelférmig ange- 
schwollene, vegetative Zellen von Bakterien (zusammenfassende Dar- 
stellungen bei Ki1eNEBERGER-NoBeL 1951, Drenes u. WEINBERGER 
1951, WinrER 1955). Ihre Bildung ist bei zahlreichen Eubacteriales beob- 
achtet und untersucht worden. Large-bodies werden durch Einwirkung 
von ungtinstigen physiologischen Bedingungen, z. B. Antibiotica, Phagen, 
Alkaloiden, einer Anzahl Aminosiuren, eigenen Stoffwechselprodukten 
u. a.m. aus Stiibchenzellen gebildet; auch Zellfusion ist bei ihrer Ent- 
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stehung beobachtet worden, Sremprn u. HurcHinson (1951). Aus large- 
bodies kénnen entweder durch Auswachsen wieder Stibchen oder aber 
durch Zerfall Formen der L-Phase entstehen, die ihrerseits wieder Stiib- 
chen bilden kénnen. 

Bei B, und bei den Rhizobium-Stammen H,, (Abb. 49) und B, (Abb. 50) 
ist die Bildung von large-bodies gut zu beobachten. Sie sind hier ent- 
standen auf festem, diinnem und relativ trockenem Nahrbodenfilm von 


Abb. 51, 53. 54, 55. 
Erliuterung siehe Tabelle 6, Seite 385 
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Mohrenagar in Objekttragerkulturkammern, also offenbar als Folge der 
Einwirkung eigener Stoffwechselprodukte. Auf frisches Substrat tiber- 
tragen, wachsen die large-bodies aus, entweder unter Bildung neuer 
_large-bodies (Abb. 51 H,, und Abb. 52 B,), wenn die gleichen N&éhrboden- 
verhiltnisse geboten werden, die zu ihrer Bildung fithrten, oder auf Sub- 
strat, das infolge fliissigerer Konsistenz bessere Abdiffusion der Stoff- 
wechselprodukte gewahrleistet, zu langen, diinnen, staébchenformigen 
Gebilden (Abb. 53 H,, und Abb. 54 B;), die sehr bald in Stabchen nor- 
maler Linge zerfallen. Das Auswachsen geschieht bezeichnenderweise 
im Gegensatz zur ausschlieBlich monopolar gerichteten Zygotenkeimung, 
oft di-, meistens polypolar, d.h. wahllos in zwei oder mehreren Richtungen. 
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Form und Verteilung der Chromatinstrukturen bei Rhizobium-large- 
bodies und denen anderer Bakteriengattungen, z. B. bei Proteus vulgaris- 
large-bodies (StemMpEN und Hurcurnson, 1951), stimmen weitgehend 
iiberein (Abb. 55). Drei bis viele Chromatingranula sind unregelmaBig, 
vereinzelt oder zusammengedrangt in den large-bodies verteilt. Charak- 
teristische Merkmale von large-bodies und Zygoten sind in Tab. 5 zu- 
sammengestellt. Die hier beschriebenen large-bodies sind als vegetative, 
die Zygoten als generative Bildungsform gleicher Bakterienstémme ge- 
kennzeichnet. Beide Gebilde verhalten sich zueinander ahnlich, wie sich 
z.B. bei der Kartoffelpflanze die Kartoffelknolle zur befruchteten 
Kizelle verhalt. 


Tabelle 5. Vergleich zwischen large-bodies und Zygoten 


| large-bodies | Zygoten 
Entstehung unter Bedingungen fiir das | 
vegetative Wachstum . ae | ungiinstig | giinstig 
GréBen- und Formyerhiltnisse . . . . . . | unregelmafig | regelmaBig 
Auswachsen bzw. Keimung ....... di- bis polypolar | monopolar 
Chromatinstrukturen ......... . | unregelmafig, | regelmabig 
| vielzahlig _ einzahlig 


VI. Diskussion 
A. Das Ergebnis der Untersuchung 


Die Anwendung geeigneter Niihrmedien, insbesondere die Zugabe von 
Blut zu Grundlésungen, die gute vegetative Entwicklung gewahrleisten, 
hat es ermoglicht, sternbildende Bakterien aus der vegetativen zur 
generativen Entwicklung in hohem Mabe umzustimmen. Dabei durch- 
laufen sie in festgelegter Folge eine Reihe von Entwicklungsstadien, die 
als Gesamtheit einen sinnvoll geordneten Sexualcyclus ergeben. 

Der Kinleitung des Sexualeyclus durch Sternbildung der Zellen 
(Abb. 56, Nr. 1 und 2) liegt offenbar die Produktion einer chemotaktisch 
wirkenden, schleimigen Substanz zugrunde, die von einem Pol einzelner 
Zellen ausgeschieden wird. Das Konzentrationsgefiille dieser Substanz 
bewirkt Anlockung und Zusammenlagerung der Zellen. Der Vergleich 
der zusammengelagerten Staéibchen mit dem Bild eines Sterns trifft nur 
in den Anfangsstadien, so lange die Anhiiufung noch aus wenigen Zellen 
besteht, zu. Die Ausscheidung chemotaktisch wirkender Substanz 
dauert an, so dab grofe unregelmiige Zellhaufen entstehen, deren 
Randpartien radiir gerichtete Staébchen ansitzen (in Abb. 56 nicht dar- 
gestellt). In einer solchen Anhiiufung finden sich gema8 ihrer zeitlichen 
Bildungsfolge die fortgeschrittenen Stadien im Zentrum, jiingere an der 
Peripherie. Die GroBe solcher Zellhaufen wird bei ungestérter Bildung 
begrenzt durch die Zahl der vorhandenen generativ umstimmbaren 
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Tabelle 6. Zusammenstellung der Kultur- und Préparationsdaten der photographisch 
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Stibchen, die ihrerseits wieder vom Niahrstoffgehalt des Mediums ab- 
hiingt. Frisch abgeschniirte Zellen machen auch auf Blutsubstrat zu- 
nichst immer eine vegetative Entwicklungsphase durch. Die Stern- 
bildung ist als Ubergangsstadium zur generativen Entwicklung anzu- 
sehen, denn einmal beteiligen sich die Zellen schon chemotaktisch passiv 
und aktiv an der Sternbildung, zum anderen behalten sie auch dann noch 
eine Zeitlang das Vermégen zur vegetativen Teilung, indem sie, schon 


5 10 


Abb. 56. Sexualcyclus sternbildender Bakterien (halbschematisch) 


am Zellhaufen angeheftet, am peripheren Ende noch Stiabchen ab- 
schniiren. Theoretisch haben natiirlich alle Zellen einer Kultur physio- 
logisch etwa gleiches Alter, sie miiBten also gleichzeitig zur Sternbildung 
schreiten. Indessen zeigt die Erfahrung, da die individuellen Unter- 
schiede groB genug sein miissen, um bei ausreichender Nihrstoffver- 
sorgung fiir eine ausgedehnte Periode ein Gleichgewicht zwischen 
vegetativen und sternbildenden Zellen zu erhalten, das sich erst bei Er- 
schépfung der Nahrstoffe zugunsten der sternbildenden Zellen verschiebt. 
Die Sternbildung hért also auf Blutsubstrat erst auf, wenn erstens in- 
folge Nihrstoffverbrauch die vegetative Entwicklung zum Stillstand 
kommt, und zweitens infolge Sternbildung die Kultur auskopuliert hat. 
Nahrstoffreichtum ist also eine Voraussetzung fiir reichliche Sternbildung. 
Unberihrt davon bleibt die Erfahrung, daB es zur Untersuchung zweck- 
mafig ist, den Nahrstoffgehalt des Versuchsmediums zu beschranken, 
damit die Kultur auskopuliert hat, ehe zu groBe Anhaufungen von 
Zellen die Ubersichtlichkeit der Priiparate stéren. 
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Nach der Sternbildung setzt die Phase der Kopfbildun g ein (Abb. 56, 
Nr. 3 und 4), d.h. ein Kern jeder Zelle verlagert sich zum zentral ge- 
richteten Pol des Stibchens, der periphere Teil der Zelle stirbt ab. 

Unmittelbar anschlieBend folgt die Kopulation (Abb. 56, Nr. 5). Es 
kopulieren je 2 Zellen, deren Enden bei der Sternbildung zufallig so ge- 
lagert wurden, daf sie sich beriihren. Es ist gleichgiiltig, ob die Zellképfe 
dabei einander gegeniiber oder nebeneinander liegen; wichtig ist nur, daB 
sie sich an der Spitze beriihren, Flankenberiihrung geniigt nicht zur 
Kopulation. Die Zellwand lést sich an der Beriihrungsstelle auf, und die 
Kerne vereinigen sich. Die Kopulation von immer nur zwei Zellen 
scheint die Regel zu sein, wobei auch Ausnahmen durch Verschmelzen 
von drei und mehr Zellen bei besonders dichter Lagerung der Kopfe vor- 
kommen mégen. Findet ein Kopf keinen Kopulationspartner, so wichst 
er nach Ubertragung auf frisches Medium zum Stibchen aus, im Ver- 
suchsmedium geht er nach einiger Zeit zugrunde. 

Schon bei der Kopfbildung hat die Ausscheidung einer lichtbrechenden 
Hille begonnen, die waihrend und nach der Kernfusion bei der Zygoten- 
bildung (Abb. 56, Nr. 6) verstarkt wird. Die fertige Zygote braucht 
eine Ruhe- und Reifezeit von wenigstens 4 Wochen, ehe sie auf frischem 
Substrat zur Keimung (Abb. 56, Nr. 7 und 8) gebracht werden kann. 
Dabei wachst aus der Zygote ein Keimstabchen heraus, das eine vege- 
tative Zelle abschniirt, nachdem es eine gewisse Linge erreicht hat. In 
mehrfacher Wiederholung wird durch monopolar gerichtete Verlangerung * 
und Teilung des Keimstabchens und durch Teilung der neuen vegetativen 
Zellen schlieBlich aus der Zygote eine Kolonie gebildet. 

Uber den Kernphasenwechsel bei Kopulation und Zygotenkeimung 
lassen sich noch keine Angaben machen. Vermutlich sind die Zellkerne 
vor der Kopulation haploid, die Zygotenkerne diploid. Bei oder vor 
der Zygotenkeimung wire danach die Reduktionsteilung zu denken. 
Ebensowenig laBt sich bisher iiber die Kernverhiltnisse von Zygoten, die 
aus der Kopulation freier Képfe entstanden sind, aussagen. Es ist zu 
hoffen, daB die genetische Bearbeitung des Objekts diese Fragen klart. 


B. Vergleich der Ergebnisse mit denen anderer Autoren 


Die eigenen Untersuchungen ergeben eine vollige Ubereinstimmung 
im Sexualmodus bei B, und Rhizobium Hy. Stapp u. KNOsSEL (1954) 
haben u. a. auch mit Rhizobium gearbeitet und dabei ebenso festgestellt, 
da8 der Entwicklungsverlauf dem anderer sternbildender Bakterien- 
arten der Gattung Agrobacterium im wesentlichen gleicht. Damit kann 
also wohl vorausgesetzt werden, dai der Sternbildungscyclus tiberall 
prinzipiell gleich verliuft, so daB die Ergebnisse von Stapp u. Mitarb. 
mit denen der vorliegenden Untersuchung in Einklang gebracht werden 
miissen. Es besteht auch Ubereinstimmung hinsichtlich Beobachtung 
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und Deutung der Anfangsphasen, unabhingig voneinander wurde Zell- 
verschmelzung im Sternzentrum festgestellt, Hmaumann (1954), STAPP 
u. Knésex (1954). Uber den weiteren Entwicklungsgang sind die An- 
sichten geteilt: Nach Srapp u. Kose ,,erfolgt eine Verschmelzung der 
Einzel-,Kerne‘ zu einem einzigen zentralen ,Kern‘.‘‘ Danach wandert die 
Kernsubstanz in die einzelnen Sternzellen zuriick, die Phase der Kern- 
vermehrung setzt ein, gefolgt von einer mehrfachen Zellteilung. Zum 
Schlu8 verlassen die Zellen die Sternfigur, falls sie nicht durch Dichte 
und Zahigkeit des bei der Sternbildung produzierten Schleimes daran 
gehindert werden. Es verschmelzen also nach Stapp u. KN6sEL alle 
oder doch fast alle Kerne der Zellen eines Sterns bei einkernigen Zellen, 
bei mehrkernigen Zellen beteiligt sich nur der jeweils zentral gelegene 
Kern an der Bildung des gemeinsamen Zentralkerns. Durch zentrifugale 
Verteilung der eine Zeitlang allen Sterngliedern gemeinsamen Kern- 
substanz erhalten die Zellen dann wieder einen Kern zuriick, der durch 
Teilung eine neue vegetative Phase einleitet. Es ist bisher meines Wissens 
kein Sexualmodus weder bei Bakterien noch bei anderen von diesen ab- 
leitbaren Mikroorganismen beschrieben worden, der sich mit diesem Bild 
vom Sexualcyclus vergleichen lieBe. Die gréBten Schwierigkeiten be- 
reitet dabei die Vorstellung von der Verteilung einer polyploiden Kern- 
masse auf eine grofe Zahl von voriibergehend kernfreien Zellen. Es ist 
meines Wissens kein Verteilungsmechanismus bekannt, der eine solche 
~ Vorstellung erkliren kénnte. 

In Abschnitt [V/A dieser Arbeit wurde gezeigt, das die Zellen bei vor- 
zeitiger Unterbrechung des Entwicklungskreislaufs und Ubertragung 
vom Versuchsmedium auf frisches, der vegetativen Entwicklung giin- 
stiges Substrat, etwa im Stadium der Kopfbildung zentrifugal auswachsen 
und sich dann wieder wie vegetative Zellen verhalten. Bei Unterbrechung 
der die Sexualitit induzierenden Faktoren liuft der begonnene Cyclus 
also wieder zuriick. Es wiire denkbar, daB Srapp u. KNOseEt diesen Vor- 
gang beschrieben haben, zumal ja nach meiner Beobachtung der Sexual- 
cyclus auf dem von Stapp u. Mitarb. vorgeschlagenen Versuchsmedium, 
(M6) +- (FeMn) nur ganz vereinzelt bis zur Zygotenbildung ablauft, in 
der Regel aber im Stadium der Kopfbildung steckenbleibt. Zygoten 
werden nach den bisherigen Untersuchungen regelmaRig nur auf Blut- 
substrat gebildet, und ich bin der Meinung, daB in der Zygote das Ziel 
des Sexualvorgangs der Sternbildung zu sehen ist. 

Braun u. Enrop (1946) haben Sternbildung durch Agrobacterium 
tumefaciens im gleichen Medium wie Srapp u. Mitarb. untersucht. Sie 
haben weder eine zentrale Verschmelzung der Sternzellen noch ein ge- 
setzmaBiges Verhalten ihrer Kerne beobachten kénnen. Gelegentliche 
Verdickung des zentralen Zellpols jedoch ist auch von diesen Autoren 
festgestellt worden, ebenso der Verfall der peripheren Stibchenenden. 
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Sie erklaren aber die am peripheren Pol der Zellen oft zu findenden 
Plasmareste durch Plasmoptyse. Die Beobachtung dieser Phase der 
Sternbildung zeigt aber eindeutig, da im Zuge der zentripetalen Tendenz 
der Kerne die peripheren Reste der zugehérigen Stiibchen absterben, die 
Plasmareste also gerade in umgekehrter Richtung zu deuten sind. Der 
Sinn der sternférmigen Zusammenlagerung der Zellen als Eingangsphase 
einer regelmaBigen Folge von Entwicklungsstufen in einem Sexualeyclus 
ist von BRAuN u. ExRop nicht erkannt worden. 


C. Verleich der Ergebnisse mit dem Sexualmodus von 
Escherichia coli, K-12 

Die am besten fundierten Aussagen iiber Bakteriensexualitat ver- 
danken wir den genetischen Arbeiten LEDERBERGS und seiner Schule 
[zusammenfassende Darstellungen WERKMAN u. Witson (1951), Cat- 
CHESIDE (1951), sowie WrenriIcH, Lewis u. RAPER (1954).] LEDERBERG 
u. Mitarb. haben durch Auswertung von Kreuzungsversuchen mit 
strahleninduzierten Bakterienmutanten bedeutende Erkentnnisse tiber 
den Sexualmodus der untersuchten Organismen, hauptsachlich Hsche- 
richia coli, K-12, vermittelt, ohne daB es gelungen wire, den Sexual- 
vorgang selber zu beobachten. Damit befindet sich die Bakteriengenetik 
heute in einer Situation, die etwa dem Stand der Vererbungsforschung 
bei héheren Pflanzen vor etwa 80—90 Jahren vergleichbar ist, als 
GREGOR MENDEL von seinen Kreuzungsversuchen an Erbsen die wesent- 
lichsten GesetzmaBigkeiten beim Verhalten von Erbfaktoren abstrahierte, 
ohne das morphologische Aquivalent in Handen zu haben, d.h. ohne 
Kenntnis des Befruchtungsvorgangs, ohne Anschauung von Chromo- 
somen und ohne Begriff von Genen. 

Die systematische Stellung von B, ist nicht genau festgelegt, jedoch 
ist der Stamm wohl auf Grund physiologischer und morphologischer 
Merkmale bei den Rhizobiaceae einzuordnen. Die taxonomische Stellung 
von Escherichia coli einerseits und Sternbildnern andererseits diirfte 
daher wohl nicht allzuentfernt einzustufen sein. Jedenfalls gehéren 
beide Gruppen zu den Hubacteriales, so da zu erwarten ist, daf ihr 
Sexualmodus in wesentlichen Punkten Analogien aufweist und somit 
vergleichbar ist. 

Bei den Coli-Versuchen ergaben Kreuzungen von Mutanten mit mehr- 
fachen Synthese-Blocks (auxotrophs), bei denen jeweils der eine Eltern- 
klon die Synthesefahigkeiten besaB, die beim anderen durch Mutation 
ausgefallen waren, einen bestimmten Prozentsatz von Organismen des 
Wildtyps (prototrophs), deren Auffindung durch ihre Fahigkeit zum 
Wachstum auf Minimalmedium erméglicht wird. Das Auftreten von 
prototrophs laBt sich nur durch Faktorenaustausch zwischen Organismen 
der Elternklone erkliren. AuBer diesen Mutanten mit Synthese-Blocks 
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(selected markers) wurden Faktorenpaare mit Wirkung auf Energiestoff- 
wechsel, Antibiotica- und Phagenresistenz (unselected markers) im 
Kreuzungsversuch analysiert. Die qualitative und quantitative Aus- 
wertung aller dieser Versuche hat eine erstaunliche Fiille neuer Er- 
kenntnisse vermittelt. Im Zusammenhang mit vorliegender Arbeit sind 
die wichtigsten: 1. Konstante, genetisch gesteuerte Eigenschaften werden 
bei der Ubertragung auf Nachkommen zwischen lebenden Zellen ausge- 
tauscht. Es existiert also eine Sexualitiat, die sich im Kontakt von Zelle 
zu Zelle manifestiert. 2. Die Gene sind, wie in Chromosomen bei héheren 
Organismen, linear angeordnet, es gibt Koppelungsgruppen. 3. Die 
diploide Phase ist auf das Kontaktprodukt, die Zygote, beschrankt, die 
Zellen sind in der Regel haploid. Diese Aussagen iiber die Coli-Sexualitat 
stehen in gutem Einklang mit den morphologisch-cytologischen Unter- 
suchungsergebnissen iiber den Sexualmodus der Sternbildung. Es er- 
hebt sich die Forderung, die Vorstellung vom Sexualmodus stern- 
bildender Bakterien durch die bei Escherichia coli, K-12, erprobten 
genetischen Methoden exakt zu fundieren. 


D. Vergleich zwischen Zygoten und large-bodies 

Rein auSerlich betrachtet weisen Zygoten und large-bodies von 
Rhizobium und B, im Phasenkontrastbild eine gewisse Ahnlichkeit auf. 
Bei naherer Untersuchung zeigt sich jedoch, daB beide Bildungen nichts 
miteinander zu tun haben, denn sie entstehen unter entgegengesetzten 
Ernahrungsbedingungen, verhalten sich anders bei Keimung bzw. Aus- 
wachsen und weisen vor allen Dingen eine véllig verschiedene cyto- 
logische Struktur auf. Die Tatsache, da von den gleichen Bakterien- 
stimmen Zygoten und large-bodies gebildet werden kénnen, besagt, daB 
nur eine von beiden Formen als Stadium im Sexualeyclus angesehen 
werden kann, die andere aber als vegetative Bildung vorgestellt werden 
mu, 

KE. Vergleich der Ergebnisse 
mit dem Sexualmodus héherer Mikroorganismen 

Der Sexualmodus von Organismen ist das wichtigste Merkmal ihrer 
phylogenetischen Kinstufung. Es ist also zu untersuchen, ob sich beim 
Sexualverhalten anderer Organismen Analogien und Ubergiinge zum 
Sexualcyclus sternbildender Bakterien finden lassen. Einige Aussicht 
auf Erfolg kénnen natiirlich nur Organismen bieten, die in der ent- 
wicklungsgeschichtlichen Folge in Nachbarschaft der Bakterien stehen. 

Vergleichen wir zuniichst Merkmale der Gameten bei unseren Bak- 
terien und einigen Phytomonaden: Bei ersteren werden durch auBere 
Ursachen die vegetativen Zellen zu Gameten umgestimmt. Diese Um- 
stimmung ist sehr labil, entfallen ihre Ursachen, so werden die Gameten 
wieder zu vegetativen Zellen. In der bereits erwahnten Arbeit von 
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PRINGSHEIM u. ONDRAtEK (1939) werden die gleichen Verhaltnisse fiir 
die einzellige Griinalge Polytoma uvella beschrieben. Thre vegetativen 
Zellen und Gameten sind morphologisch gleich, ob sie sich vegetativ ver- 
mehren oder ob sie kopulieren, hangt lediglich von AuBenbedingungen ab. 

Anhaltspunkte fiir eine bipolare Zweigeschlechtlichkeit bieten weder 
die Bakterien- noch die Algen-Gameten. Das ist bei der Betrachtung 
ihrer Entstehung auch nicht anders zu erwarten: In einer Bakterien- 
kultur sind alle Zellen als Angehérige eines Klons, von gelegentlich auf- 
tretenden Mutanten abgesehen, genotypisch und phianotypisch gleich. 
Da gleiche auBere Hinfliisse die gleiche Umstimmung der Zellen bewirken, 
missen auch alle Gameten untereinander gleich sein. Eine phiino- 
typische Aufteilung der Gameten in zwei Geschlechter im Verlaufe ihrer 
Alterung ist nicht zu beobachten. Der Sexualmodus sternbildender 
Bakterien zeigt, gleich dem von Polytoma, somit eindringlich, daB bi- 
polare Zweigeschlechtlichkeit als abgeleitetes Merkmal angesehen werden 
mu. Da bei beiden Organismen keine Charakteristika zur Unter- 
scheidung weder zwischen Gameten und vegetativen Schwarmern noch 
zwischen Gameten untereinander aufzustellen sind, kann die SchluB- 
folgerung von PRINGSHEmM und ONDRACEER, daB ,,die Art der Sexualitat, 
wie sie Polytoma zeigt, als die urspriinglichste angesehen werden darf, die 
wir kennen‘‘, wohl auf den Sexualmodus sternbildender Bakterien um- 
gemiinzt werden. Man k6dnnte diesen Sexualmodus mit Hologamie, 
Somatogamie und Isogamie kennzeichnen, doch méchte ich davon ab- 
stehen, da der Gebrauch dieser Begriffe nicht einheitlich ist. 

Weitere Merkmale des Sexualvorganges bei Polytoma sind vergleich- 
bar: bei beiden Organismen bilden die kopulierenden Zellen eine Haut am 
Meniscus der Kulturfliissigkeit, und nur bei ausreichender O,-Versorgung 
kopulieren die Zellen. Auf die Notwendigkeit guter Nahrstoffversorgung 
wurde schon hingewiesen. Die Kopulation wird, wie bei Bakterien durch 
Sternbildung, so bei Polytoma durch Gruppenbildung eingeleitet. Die 
Beschreibung der Gruppenbildung durch PrincsHEIM u. ONDRACEK 
pakt fast ebenso gut auf die Sternbildung: ,,Die kopulierenden Gameten 
sammeln sich zu groBen, dichten Gruppen, deren Traubenform auffiel, 
und zu kleineren, loseren unregelmiBigen Haufchen. Weder bei den 
groBen, noch bei den kleinen Gruppen war ein bestimmtes Individuum 
im Mittelpunkt. Es machte den Hindruck, als wenn die Gameten durch 
eine von ihnen selbst ausgehende Kraft zusammengefiihrt wiirden.” 
Auch das Bild, das die Kulturen beider Organismen nach der Kopulation 
bieten, ist ahnlich, denn die Zygoten von Polytoma finden sich, wie die 
von Bakterien, dicht gedrangt im Oberflichenhiutchen der Kultur. 

Von einer anderen Chlamydomonadacee, Chlamydomonas paupera hat 
Pascuer (1932) Gruppenbildung beschrieben und abgebildet, die in 
vielem der Sternbildung vergleichbar ist. Der Vorgang bei dieser Alge 
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ist dahin abgewandelt, daB die Attraktion auf die Schwérmer von einem, 
nach einer gewissen Schwaérmzeit zur Ruhe gekommenen Gameten aus- 
geht. In der Folge setzen sich weitere Gameten fest und werden damit 
zu neuen Mittelpunkten sich radiiir ordnender Schwirmer. Im Verlaufe 
ihres Lebens werden also die Gameten von attrahierten zu attrahierenden 
Zellen umgestimmt, falls sie nicht vor der Umstimmung kopuliert haben. 

Der gleiche Modus der Gruppenbildung mit Umstimmung der Gameten 
ist von K6uER (1930 und 1931) bei Synchytriwm endobioticum, dem am 
Anfang des Pilzsystems stehenden Erreger des Kartoffelkrebses unter- 
sucht worden. KOHLER bezeichnet die jungen schwarmenden als mann- 
liche, die alteren angeschwarmten als weibliche Gametenstadien.Es scheint 
also hier wie bei Chlamydomonas paupera entwicklungsgeschichtlich der 
erste Schritt zu einer phinotypischen Geschlechtsdifferenzierung durch 
Umstimmung der Gameten im Verlaufe ihrer ontogenetischen Ent- 
wicklung angedeutet. 

Ich habe darauf hingewiesen, daB beim Sexualcyclus der Sternbildung 
in der Regel nur je zwei Zellen kopulieren und ihre Kerne verschmelzen. 
Es mag aber gelegentlich vorkommen, dai sich bei der Kopulation 
mehrere Zellen und ausnahmsweise auch mehr als zwei Kerne vereinigen. 
Diese gelegentliche Unbestimmtheit ist wohl als Ausdruck fiir die Ur- 
tiimlichkeit des Sexualmodus zu werten. Auch bei Synchytrium endo- 
bioticum beobachtete KOnLER, dab in der Regel zwar nur zwei, bei 
stiirmisch verlaufender Kopulationsphase aber auch drei und mehr 
Gameten miteinander kopulieren. An der folgenden Kernfusion ist im 
allgemeinen nur ein Kernpaar beteiligt, wahrend die iiberziihligen Kerne 
zugrunde gehen. Jedoch hilt KOHLER eine gelegentliche Fusion von drei 
Kernen in derart entstandenen ,,Uberzygoten‘ fiir wahrscheinlich. 

Der Vergleich der Sternbildung durch Bakterien einerseits mit dem 
Sexualmodus bei zwei Phytomonaden und einem Phycomonaden anderer- 
seits zeigt, da bei Organismen, deren entwicklungsgeschichtlicher Zu- 
sammenhang diskutierbar ist (SMrrH 1955), viele Parallelen auftauchen, 
die fiir das Verstandnis der einzelnen Phasen der Sternbildung bedeutsam 
sind, Zusammenfassend seien als wichtigste gemeinsame Merkmale noch- 
mals aufgezihlt: 1. Vegetative Zellen werden durch iiuBfere Bedingungen 
zu Gameten umgestimmt. 2. Die Umstimmung ist reversibel, so daB sich 
nicht zur Kopulation gekommene Gameten vegetativ weiter entwickeln 
kénnen. 3. Keine bipolare Zweigeschlechtlichkeit der Gameten, jedenfalls 
nicht bei Bakterien und Polytoma. 4. Kinleitung des Sexualcyclus durch 
Stern- bzw. Gruppenbildung. 5. Dicht gelagerte Zygotengruppen als 
Endeffekt der Kopulation im Stern- oder Gruppenverband. 6. Gelegent- 
liche Unbestimmtheit bei der Zahl der kopulierenden Zellen. 

Die Analogien zwischen dem Sexualmodus der Gruppenbildung bei 
den beschriebenen Kinzellern und dem der Sternbildung bei Bakterien 
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sind so auffallend, daf zu erwarten ist, daB sich die weitere Bearbeitung 
der Bakteriensexualitit fruchtbar auf die vergleichende Sexualitiits- 
forschung auswirken wird. 


Zusammenfassung 


Die Umstimmung der Zellen sternbildender Bakterien von vegetativer 
zu generativer Entwicklung ist vom Nahrsubstrat abhingig. Die unter- 
suchten Bakterienstémme lassen sich durch Blutzusatz zum Versuchs- 
medium mit Sicherheit so umstimmen, daB siimtliche Phasen des Sexual- 
cyelus ablaufen. Relativer Nahrstoffreichtum ist Voraussetzung fiir 
reichliche Sternbildung. 

Durch die Methode der stufenweisen Dauerbeobachtung wurde ein 
liickenloses Bild vom Sexualcyclus der Sternbildung im Versuchsmedium 
und von der Entwicklungsméglichkeit der jeweils erreichten Stadien auf 
frischem, der vegetativen Entwicklung giinstigem Substrat erhalten. 
Von allen wesentlichen Stadien wurden lebende und cytologische Pri- 
parate parallel untersucht. 

Der Sexualcyclus der Sternbildung fiihrt tiber eine reglmaBige Folge ge- 
nerativer Entwicklungsstadien, die sich mit Sternbildung — Kopfbildung 
— Kopulation + Zygotenbildung — Zygotenkeimung kennzeichen lassen. 

Die Umstimmung der Zellen zur generativen Entwicklung ist relativ 
labil, sie schlagt auf blutfreiem Versuchsmedium leicht zur vegetativen 
Entwicklung zuriick. Diese Tatsache wird zur Erklarung der im Schrift- 
tum verbreiteten unterschiedlichen Anschauungen itiber die Stern- 
bildung herangezogen. 

Die in dieser morphologisch-cytologischen Untersuchung vom Sexual- 
cyclus der Sternbildung gewonnene Vorstellung steht im Einklang mit 
LEDERBERGs auf genetischer Basis fundierten Aussagen tiber die Sexuali- 
tat bei Hscherichia coli, K-12. 

Zygoten und large-bodies gleicher Bakterienstamme wurden in An- 
betracht einer gewissen duBeren Ahnlichkeit niher untersucht und ver- 
glichen. Jene werden als generative, diese als vegetative Bildungsform 
gekennzeichnet. Sie unterscheiden sich grundsitzlich sowohl hinsichtlich 
ihrer Entstehung als auch beziiglich ihrer Struktur. 

Der Vergleich des Sexualcyclus der Sternbildung bei Bakterien mit den 
Geschlechtsvorgingen der Gruppenbildung bei einigen Phytomonaden 
und Phycomonaden zeigt, daB zwischen beiden Formen der Sexualitat 
zahlreiche Parallelen und Ubergange bestehen. 
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Some characteristics of the silage microflora* 


By 
PER ERIC NILSSON 
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Results of applied experiments and silage practice indicate microbial 
fermentation to be the most encouraging line of study for the future devel- 
opment of ensilage. Methods such as AIV certainly represent progress of 
fundamental importance in fodder-preservation, but for several reasons 
fermentative preservation now seems more promising. 

The tremendous efforts made to develop new and better methods of 
ensilage have seldom been accompanied by fundamental microbial and 
biochemical research. Very little is therefore known about the activities 
of the various microbes present in ensiled material. Scanty evidence is 
available concerning organisms and activities which are characteristic of 
the various types of fermentation and silage qualities. 

It is widely accepted that the formation of a certain amount of lactic 
acid is necessary for the biological preservation of plant material. Strepto- 
bacterium plantarum is generally named as the producer of this lactic acid. 
This organism has been found on plant material. Very little detailed ana- 
lytical work has however been done to establish the role of this organism 
in ensilage. As a matter of fact the number of lactic acid bacteria found 
on the surface of fodder plants in recent investigations has been very 
small, and the organisms have not always been typical of the Str. plan- 
tarum group. 

Although the available data concerning silage organisms are scanty 
and confusing, methods and commercial cultures have been developed for 
ensilage by means of inoculation. Such practices have so far been unsuc- 
cessful. So long as we do not know which organisms are actually respon- 
sible for fermentation resulting in good preservation this is to be expected. 
Even if Str. plantarum were in fact the right organism the method would 
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fail, as not enough is known about the environment in the silo to enable 
suitable starting-conditions to be arranged. 

In Sweden the main bulk of silage is made from a grass- legume mixture, 
the legumes predominating. One of the most important reasons for the 
attempts to increase ensilage here is the need for home-produced, fresh 
fodder of high protein-content for use during the long winter. Such plant 
material, however, with its low content of fermentable carbohydrates, 
constitutes a comparatively unfavourable medium for preservation-fer- 
mentation, although it gives good support to the proteolytic fraction of 
the flora. It probably also offers considerable buffer capacity, giving in- 
creased resistance to activities lowering the py, due to the presence of 
organic acids produced by microorganisms. 

The Commonwealth Bureau of Pastures and Field Crops (1949) contains 
a comprehensive review of the literature on silage research. Most of the 
papers on the microbiology of silage reviewed deal with some group of 
organisms considered to be of particular importance in the preserving 
process. Some, however, are of more general interest. No attempt will be 
made to reproduce this review here, but a few papers are selected for 
special consideration. 


ALLEN et al. (1937) observed a marked change in the microflora of the fresh plant 
material after a very short period in the silo. Coliform bacteria had disappeared, 
and the lactobacilli found in low numbers on the fresh material had multiplied very 
rapidly. Lactobacilli introduced into the silo together with the plant-material 
changed in character the yield of lactic acid being increased. In a later work (1937) 
the same authors suggested inoculation of Streptobacterium plantarum together with 
the addition of suitable carbohydrates. CUNNINGHAM and SmirH (1939) also made 
the observation that the microflora shortly after the collection of the plant material 
into the silo was entirely different from the flora of the corresponding fresh plant 
material. 

As an example of pure legume material for silage HunrerR (1921) studied the 
microbial activity in alfalfa silage. He found the unfavourable fermentation in pure 
alfalfa material to be changed into a favourable one by the addition of fermentable 
carbohydrate. Nevertheless he found no pronounced differences between the micro- 
floras of the two types of silage. 

In recent investigations on the microbiology of silage some workers have aimed 
at a more detailed characterization of the microfloras which develop. In studying 
microfloras during the storage period BurKny et al. (1953) found a tendency of 
individual groups of organisms to predominate during different periods of storage. 
During the first few days chromogenic and coliform bacteria (“plant organisms’) were 
predominant. After this short period a marked change to an acid-producing flora 
was observed. The most numerous among the anaerobes found were the lactate- 
fermenters. 

Krovnik et al. (1955) found only a small number of lactic acid bacteria during 
the first period. These bacteria, however, soon became predominant. The preser- 
vation-process was favoured by storage in gas-tight silos. The low sugar content in 
alfalfa gave inadequate support for the desired acid-production. 

Some very interesting work on the microbiology of silage has been carried out 
by a team at the Edinburgh School of Agriculture. ALLAN and Dickinson (1951), 
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using a microscopic counting-technique, found that the total number of bacteria 
fell as the py decreased in a pit silo. Using a micro-silo and plate-count technique, 
SrrRLiNnG (1951) studied the effect of temperature, wilting, and chopping on bacterial 
numbers and acid-production. She observed a marked acceleration of acid-production 
after chopping the plant material. Kepprz (1951) and RosenBurGER (1951) have 
developed special techniques for the study of lactobacilli and obligate anaerobes in 
silage. 

The aim of the present investigation is to contribute to the charac- 
terization of the microfloras in silage. Numerous investigations have 
shown that it is possible to influence the microbial activity in silage, and 
some of the findings have been used for the development of practical 
methods. Very little is however known to illuminate the questions 
why one method gives better results than another, why a method 
provides a stimulative environment for desirable organism or an inhibi- 
tive environment for an unwanted organism, and what are influenced? 
Until detailed information on the microflora characteristic of good silage 
has been collected, and the optimum conditions for the development of 
the organisms responsible for good preservation have been established, no 
further developments can be made in this field. 


Methods 


The study of the composition and activity of a natural microflora 
requires a great deal of analytical data to give significant results. This 
calls for easily reproduced experimental conditions, and means of samp- 
ling at regular intervals. 

In studies on the microbiology of silage and similar materials sampling 
has to be done by selection from parallels in the various series. Repeated 
sampling from one and the same vessel cannot be performed without 
disturbing the biological activity unless very big vessels are used, as in 
arrangements of the type described by Krovunik et al. (1955). Using 
equipment of laboratory size a set-up of a great number of silos is there- 
fore required. 

The control of environmental conditions is of fundamental importance. 
Temperature, humidity, oxygen tension, etc. are factors particularly in- 
fluencing the microflora of silage. In small laboratory silos the processes 
are very sensitive to variations in the temperature of surroundings, since 
the surface is great in relation to the total volume. Difficulties concerning 
oxygen-supply are also present. Attention must therefore be paid not 
only to the set-up of the apparatus but also to the proper control of a 
number of environmental factors. 


The design of the experimental silo has been the subject of few investigations. 
Test tubes, jars and cylinders of glass, porcelain, and stainless steel of various 
shapes and sizes have been used and the choice has clearly often depended on what 


was available at the time. Specially-designed stainless steel cylinders were used by 
VIRTANEN (1945). 
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BaRNeTT (1954) describes an apparatus with which it is possible to follow certain 
phases of the fermentation of a mixture of plant material and water. It also enables 
controlled variation of certain environmental factors such as the supply of oxygen. 


In the present investigation special attention has been paid to the ex- 
perimental set-up. The following factors would seem to characterize the 
ideal laboratory silo: 


A. It should be possible to arrange for large series, and this should not 
necessarily be expensive. B. It should be possible to vary the most im- 
portant environmental factors (oxygen-supply, degree of packing, temper- 
ature, humidity, etc.) in a reproducible manner. C. It should be possible 
to add preservatives etc, while the experiment is running, without dis- 
turbing the fermentation. D. It should be possible to collect volatile fer- 
mentation-products such as CO, for analysis, and to make aqueous ex- 
tracts of the plant materials. 


_ A fundamental difficulty when working with small samples of plant material is 
their homogeneity. Experiments were made to bore with suitable tubes into a large, 
carefully prepared experimental silo, and then to use the tube and its contents 
directly for experiments. It was however difficult to avoid very hard packing in parts 
of such a sample. The samples were therefore prepared by thorough mixing of a 
comparatively large amount of chopped plant material packed manually into 
the silos. By this method the degree of packing could of course not be kept 
constant. This, however, was of minor importance, with these small laboratory silos 
provided no parts of a silo were so tightly packed that movement of gases and 
liquids was prevented. The effect of the degree of packing is evidently only indirect, 
influencing the gas content of the material. One of the chief advantages of the 
arrangement to be described below is that it provides for a constant gas composition 
throughout the plant material. 

The set-up thus evolved (fig. 1) is very similar to the one used ‘in soil percolation 
experiments and primarily designed for that purpose by me’. The apparatus can be 
operated for percolation when the plant material to be studied is oversaturated with 
a solution making it possible to saturate the solution with different gases; and it 
also makes a convenient extractor of the silage for analytical purposes. Working 
within the “low humidity” region gas only is transported within the system, the 
apparatus then operating not as a percolator but merely as a simple respirator. 

The amount of plant material contained in each silo amounted to 40 g. 

The temperature was kept constant at chosen levels by running the experiments 
in a room with thermostatically controlled temperature. Aerobic conditions were 
provided by supplying air to the silos in a slow but constant stream, or by saturation 
of the percolate with air. Anaerobic conditions were established by supplying 
gaseous nitrogen in the same manner. Both air and nitrogen were bubbled through 
alkali to remove carbon dioxide and humidify the gas in order to prevent drying 
out. The carbon dioxide produced during fermentation was trapped in potassium 
hydroxide. ; a 

In preliminary anaerobic experiments the development of certain fungi just at 
the gas intake of the silos indicated contamination of the nitrogen (commercial 
grade) by oxygen. This contaminant was removed with alkaline pyrogallol. 

The following microbiological analyses were made: 


1 P, E. Nitsson, unpublished data. 
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Total number of bacteria (tomato agar); total number of fungi (strepto- 
mycin agar); lactic acid bacteria (tween agar); and spores of anaerobic 
bacteria (substrate as described by ROSENBERGER). 

The samples to be used for dilution series on agar plates were homogenized in a 
Turmix blender. From the single steps within the dilution series agar plates were 
prepared in triplicate. These were incubated at 28° C for two weeks with arrange- 
ments to prevent drying out of the agar. 


1 a 


the silo 


yada? out 


C02-frap. 
one-way 
valve 
Fig. la. Laboratory silos for normal fermentation (left) and for Fig. 1b. 
fermentation of plant material oversaturated with a solution (right) Construction details 
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Procedure, The aim of the experiments described below was to estab- 
lish the character of microfloras developing under various environmental 
conditions. By comparing microfloras developing during fermentation 
leading to a good silage with floras developing in a silage of low quality it 
might be possible to ascertain which organisms are responsible for the 
fermentations. 

In order to ferment plant material to good and bad silage anaerobic and 
aerobic conditions were established as described above. A clower-grass 
mixture at a stage of maturity normal for silage-making (flowering stage 
of the clover) was used. 

At different intervals one silo from each series was taken for analysis. The carbon- 
dioxide production was determined every tenth day. Since the experiments were 


carried out at comparatively high temperatures the fermentative activity was high. 
Preliminary experiments showed little further activity after 5 weeks. The series 


Some characteristics of the silage microflora 


401 


intended to produce bad silage gave this after 2 weeks, and the ‘good’ series showed 
the same type of preservation at 12 weeks as it did after 5 weeks. 

The choice of temperature was made from a purely microbiological point of view: 
28° C to be optimum for as many organisms as possible, and 16° C to make com- 


parison possible with future 
applied experiments. The purely 
theoretical character of these 
experiments must be borne in 
mind. 


Results 


The total number of 
MUCTOOTGJANISMS 

Figures 2 and 3 show the 
development of the micro- 
flora in air and in nitrogen. 
The temperatures at which 
the experiments were con- 
ducted had little influence 
on this. Such quality fac- 
tors as colour and smell 
were also unaffected. In the 
nitrogen atmosphere there 
was a marked drop in the 
total number of bacteria 
and fungi after an initial 
period, compared with the 
‘air’ series. In the ‘air’ series 
the lactic acid bacteria 
count fell quickly, after an 
initial short rapid rise, but 
in the ‘nitrogen’ series the 
initial high level was main- 
tained or (at 28° C) a further 
increase occurred. 

Tests of spores of pro- 
teolytic and lactate-fermen- 
ting anaerobes were carried 
out by measuring the vo- 
lume of gas formed on 
ROSENBERGERS medium. 
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Fig. 2. Number of microorganisms in silage of various 
ages fermented in atmospheres of airand nitrogen at 16°C. 
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Fig. 3. Number of microorganisms in silage of various 
ages fermented in atmospheres of air and nitrogen at 28° C. 


Observations indicate that the temperature had a greater effect on these 
organisms in the groups discussed above, about 10 times as many 
spores being formed at 28° C. than at 16°C. In nitrogen the count was 
only about one thousandth of that in air. The two groups of anaerobes, 
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proteolytic and lactate-fermenting, appeared with similar distribution in 
the two series. 

The fact that the anaerobes occured in larger numbers in air would 
appear inconsistent. The same phenomena are seen however in most 
natural floras, e. g. soil, and are due to some co-activity between aerobes 
and anaerobes. In silage however it would seem that a certain degree of 
proteolysis has a stimulative effect on the anaerobes. This is especially 
marked in an atmosphere of air owing to the higher proteolytic activity 
in this series. This will be shown in the following. 


Some characteristics of the microorganisms of silage 


Most micro-organisms developing on the media used for plating out 
were isolated. The frequency of each isolate on the plates was determined. 
Different types of colonies occurring on the plates were systematically 
isolated, and kept as pure cultures. In this work the same routine was 
followed as that used by me in studies on soil microfloras?. 

Bearing in mind the limiting effects of the media the populations 
actually developing can be compared quantitatively by this procedure. 
It should thus later on be possible to discuss some potential activities of 
each individual group of micro-organisms within the floras to be studied. 


Incidence of acid-producing and 
ammonifying microorganisms 


The character of ensilage as a process of fermentative preservation 
makes the equilibrium between acid-producing and proteolytic micro- 
organisms of special importance. This is particularly the case when deal- 
ing with a grass-clover mixture, the plant material most commonly 
ensiled in Sweden. This constitutes a favourable medium for the develop- 
ment of a proteolytic flora in competition with the important acid-pro- 
ducers. Consequently, acid-production and proteolytic activity (meas- 
ured as ammonification) of the isolated microorganisms were considered 
important details in the present investigation. 

The organisms were cultured for 3 weeks on nutrient broth containing 2% starch 
or 2% glucose at 28° C. The px of the cultures was then determined, and adjusted 
to the initial level (py 6.8—7.0) by titration with 0.1n H,SO, or NaOH. 

The importance of an acid-producer or a proteolytic organism depends 
not only upon the organism’s ability to ferment the raw materials, but 
also upon its frequency in the flora (number of cells) and this count can be 
affected not only by the fermentability of the medium but also by dif- 
ferent environmental factors. The two factors activity and frequency 
were therefore used to establish a theoretical expression of the potential 
activity of a certain organism in the material (ml acid or alkali x no. of 


1 P. EB. Nizsson, unpublished data. 
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cells). The results of these titrations and the subsequent calculations are 
summarized in tables 1 and 2, together with the total number of organ- 
isms in the floras from which the microorganisms investigated were 
isolated. 

Throughout the investigation the ammonifiers seem to be represented 
by a greater variety of organisms (judged by the naked eye). This type- 
distribution would suggest that the original flora constitutes a natural 
means of combating preservative fermentation. Taking the number of 
cells that can be calculated from each isolate, the equilibrium ammoni- 
fiers-acidifiers changes constantly with changes in the environment. The 
presence of fermentable carbohydrate and the existence of a certain 
oxygen-pressure are important in the conditions used in the experiments, 
except in connexion with the anaerobes (see above). 


Table 3. Silage microorganisms producing acid and alkali on starch media 


| Acid-producing Alkali-producing Total 
organisms organisms Acid- Alkali- 
| number x 10° number x 10° production production 
FATT Aas «See 0.7 1323.3 0.4 1912.6 
Nitrogen. . 2275.3 1.4 4744.9 Uy) 


In the ‘nitrogen’ series the acid-producing capacity was throughout 
10—100 times higher than the alkali-producing capacity. The predomi- 
nance of acid-producers was most pronounced in the glucose group (which 
seems understandable as many potential acid-producers cannot ferment 
starch) and was most marked in the air atmosphere. At 35 days the 
proteolytic flora in the ‘air’ series was so numerous and so active that 
the material was completely destroyed. 

The initial py in the interspaces in the unfermented chopped plant 
material (grass-clover mixture) is about 6. In a serie of experiments on 
starch broth, the cultures were titrated to px 6.0 after incubation. These 
experiments were done on the flora of 35-day silage. Here was found 
another distribution of alkali- and acid-producers (table 3). In nitrogen 
practically no organisms other than acid-producers developed. In air there 
was a pure ammonifying flora. This serie of experiments was run one year 
before the experiments shown in tables 1 and 2 and the differences are 
probably due to seasonal variations in plant material. The significance of 
the findings in table 3 for the microbial activities throughout the fermen- 
tation is illustrated by fig. 4, which shows carbon-dioxide production in 
the same experiment. The diagram shows a sharp difference in the type of 
fermentation, as did the observation of the floras. 

During the course of fermentation there appeared marked selection 
among the acid-producers. At the start a large number of weak acid-pro- 
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ducers constituted this fraction of the flora, At the end of the fermen- 
tation there were, however, only a few types left, all of which were acid- 
producers of high capacity. 
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Fig. 4. Carbon-dioxide production from silage fermented in air or nitrogen 


Significance of antibiotic phenomena in 
silage microfloras 


The potential of antibiotic activity should probably be considered a 
secondary factor compared to the general environmental factors. Sub- 
strate, temperature, pH and oxygen tension are all factors a change in 
which may result in depression or multiplication of organisms antago- 
nistic to some organisms influencing the preservation process. Antibiosis 
certainly might be of dominating importance in an environment support- 
ing such activities, instead of merely a potential factor. 


An investigation into the frequency of organisms antagonizing certain 
important members of the same flora usually gives information with little 
or no significance within flora as a unit. Such an investigation, however, 
may indicate the presence of potential antagonists which, in a suitable 
environment, might be of ecological importance. 


The intention of this part of the investigation is to ascertain the fre- 
quency of antibiotic micro-organisms in the different floras active against 
selected members of these floras with specific activities and of interest in 
silage. Four acid-producing (unidentified acid) bacteria and 4 proteolytic 
organisms (one of which is a fungus), were chosen as testorganisms, 
(groups I—IT). In addition, 4 strains of lactic acid bacteria, two of which 
were strains of Lactobacillus plantarum, were investigated (group III). 

The streak method was used (see fig. 5). When testing certain of the 
fungi a modification of the technique was used, the organism being point- 
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inoculated at the centre of the plate to allow a central colony to develop. 
The test organisms were later streaked out radially when the colony had 
reached a suitable age. 


Tomato agar of the following composition was used as medium: Tomato juice 
300 ml., yeast extract (Difco), 5 g., glucose, 5 g., stock salt solution 5 ml., agar 
15 g., distilled water ad 1000 ml py 5.8—6.0. Stock salt solution: K,HPO 25 
KH,PO, 25 g., distilled water ad 250 ml. ? : 


y 
B-5 


Fig. 5. Examples of streak tests on agar plates 


Of the silage micro-organisms isolated, 80 were found to produce anti- 
biotics of different spectra. Of these micro-organisms 74 were bacteria 
and 6 fungi. The inhibition varied from 2—43 mm. 


Fig.6 shows the distribution of antibiosis on the test organisms and the 
percentage of the floras represented by the antagonists at the moment of 
sampling. 

There is a marked difference between the proportions of antagonists in 
anaerobic and aerobic environments at certain ages of the silage. Thus 
after 2 weeks in the anaerobic series, and in particular at 28° C., there are 
very large numbers of organisms antagonistic to the test organisms. (More 
than 50% at 28° C., and almost 40% at 16° C.). The number falls again 
rapidly however, except in the case of organisms antagonizing proteolytic 
organisms; these antagonists remain in large numbers until after 35 days. 
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The aerobic series shows a much lower percentage of antagonists, in- 
dicating the antibiotic activity of the typical proteolytic flora developing 
in such an environment to be low. The low frequency of antibiosis in this 
connexion due to fungi might also explain the phenomenon, since the 
fungi are present in comparatively larger numbers. 


of total flora 


20 


as 
a 
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2 35 50 60 
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Vig. 6. Distribution of antibiosis originating from silage microorganisms in silage of various ages 
{ © acid producing bacteria © acid producing bacteria 
Air 4 @ proteolytic bacteria N © proteolytic bacteria 
| @ lactic acid bacteria ©) lactic acid bacteria 


Table 4 shows the distribution of acid production and ammonification 
among the antagonists occurring in silages of different ages, and under 
aerobic and anaerobic conditions. The difference in numbers of antagonistic 
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organisms in the two series seems mainly to be due to the difference in in- 
cidence of acid-producers. In the anaerobic series there are large numbers 
of acid-producing, antagonistic organisms which do not occur in the 
aerobic series. The proteolytic antagonists are fairly evenly distributed 
in both series. This is also the case with the acid-producers and proteolysers 
within the antagonistic fraction of the floras. 


Table 4. Ammonifiers and acid-producers among the antibiotic micro-organisms 
occurring in silage. Per cent of total number of antagonists 


Fermentation environment 

Age a i Aerobic | Anaerobic 
Ammonifiers Acid-producers Ammonifiers Acid-producers 
2 82 (18) 18 (4) 23 (17) 67 (34) 
7 86 (5) 14 (1) 69 (7) 31 (3) 
14 100 (7) — 49 (49) 51 (50) 
24 = = 46 (26) 54 (31) 

35 = eas 100 (8) — 

50 100 (9) ak 100 (9) <= 
80 — — =2 100 (7) 


( ) per cent of total number of organisms in the silage. 


The data summarized in fig. 6 and table 4 are compiled from ana- 
lyses of antagonistic activity in more than 1000 isolates from silage. 
Nevertheless it is hard to assess accurately the effect of the antagonistic 
organisms upon the development of the organisms directly active in the 
fermentation. In fact very little direct evidence has as yet been produced 
to prove the existence of antibiotic activity in mixed floras of any type. 
With peaks in number rising over 50% of the total flora it seems however 
reasonable that such a potential of antagonistic organisms may develop 
powerful interfloral activity of importance for the preserving process. 


Liberation of buffering substances from the plant material 


The type of plant material mainly used in Sweden for ensilage is com- 
paratively rich in protein. Liberated into the ‘wort’ this protein will 
buffer quite a large amount of acids. To ascertain the buffering capacity 
of such liberated proteins etc., samples of plant material were titrated 
electrometrically within the range py 3 to px 9 after mechanical desinte- 
gration and fermentation. The fermentation was performed in nitrogen 
or air. 

In fig. 7 are plotted the curves from titrations of plant materials 
chopped (ca. 20mm.) and desintegrated in a Turmix blender immediately 
after treatment and after 35 days. Titrations were also made in one- 
week intervals during the fermentation. To plot all the data would make 
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the diagram unclear. It may be mentioned, however, that all data closely 
represent the corresponding intermediates between the initial and the 


35-days curves. 


The original py of the chopped, unfermented material is seen to be 
about 6 and it shows a very weak buffer capacity. This is in fact so low 


Nitrogen atmosphere 


ml 07n NaOH 


ml 0.1n HCL 


7Pu9 d 
Air atmosphere 


ml 07nNa0H 


ml @7nHCl 


3 § (AY TO PR LJ 
Fig. 7. Titration-curves obtained from plant mate- 
rial treated by different mechanical and ferment- 

ative processes. ---- chopped material, 
desintegrated material, x unfermented 
material, © fermented material 


that it would seem hazardous to 
determine the actual py. Thesame 
material desintegrated shows a 
strong buffer capacity, most 
marked at pa 5 compared to the 
chopped material. 


As fermentation proceeded 
both materials increased in buffer 
capacity in the acid region. The 
‘nitrogen’ series acquired a capa- 
city similar to that of desintegrat- 
ed but unfermented material. In 
air, however, the buffering capa- 
city reached a much higher value. 


The only factor support- 
ing acid-producing activities 
strong enough to keep the pg of 
the material in the acid region 
throughout the period of the ex- 
periment was nitrogen at 28° C. 
This is remarkable, since even in 
the 16° C.-series in a nitrogen 
atmosphere, as shown above, a 
very powerful acid-producing 
microflora was found. 


From these experiments it 
would appear that substances 
buffering within the acid region 
are easily liberated to the ‘wort’. 
In preservation based upon a 
fermentative acidification this 
must be considered unfavour- 
able. The liberated substances 
are certainly to a great extent 


proteins, making the medium even more favourable for proteolytic activ- 
ity. Also, about 10 times as much acid is required to adjust the py to 
4 in the desintegrated material than in the chopped material. 
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Summary 


The microfloras in grass-legume silage of high and low quality have been 
investigated using small laboratory silos of special design. 

The development of the silage microfloras was followed by analyses at 
intervals by determination of the occurrence of the main groups bacteria 
and fungi as well as of lactic acid and proteolytic bacteria. 

Nearly all organisms occuring were isolated and the occurrence of the 
single types estimated. 

Physiological characteristics of the isolates such as acid production, 
proteolytic activity and antibioses against certain test organisms were in- 
vestigated. 

The buffer capacity of chopped and macerated plant material before 
and after fermentation was determined. 
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Silage studies. IV. 


The Microflora on the Surface of Some Fodder Plants 
at Different Stages of Maturity * 


By 
GERDA NILSSON and PER ERIC NILSSON 


With 1 figure in the text 
(Hingegangen am 26. Marz 1956) 


During the course of investigations on the microflora of silage several 
questions arose about its origin. The microflora of silage develops from 
the microflora carried along by the plant-material to be preserved. As the 
silage-process is a microbial fermentation, knowledge of the microflora 
from which the activities will originate would seem to be of fundamental 
importance. 

There are also reasons for investigating the microflora of different 
plant-types and of plants at different stages of maturity. The suitability 
of a crop for silage is at present assessed on the basis of certain details of 
its chemical composition, and more reliable methods of silage-making 
might be developed if the material could be judged also from a micro- 
biological point of view. 

Very little information is available on the surface flora of fodder plants. 
A few investigations have been made on the microflora attached to 
cultivated plants and their seeds, but in most cases fodder problems have 
not been taken into consideration. Statements concerning the influence of 
infections due to fodder upon milk quality are therefore often seriously 
lacking in facts. 

Some reports, however, give data for hypothetical applications of 
fodder problems, stressing details of particular interest for subsequent 
investigation. 


WOLLER (1929) investigated the microflora on some common cereals. Within 
this homogeneous group of plants he found practically no differences in numbers of 
organisms. As the plants developed, the equilibrium between different groups 
within the floras gradually changed, so that the lactic acid bacteria preponderated. 
At the same time the total number of organisms increased thousandfold. This is an 


* These studies are still in progress. We are indebted to the Swedish Foundation: 
“Fonden fér framjande av forsknings- och férséksverksamheten pa jordbrukets 
omrade“ for generous financial support. We also gratefully acknowledge the en- 
couraging interest and support of Professor RaGNar NILSSON. 
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interesting observation, since plant material for different purposes is harvested at 
different stages of development. 

In connexion with silage-investigations StrRLING (1953) determined the number 
of lactic acid bacteria on various plant materials just as they were about to be put 
into the silo. Using a selective medium, she found very small variations in the 
numbers of such bacteria on the different plants, and no seasonal variations at diffe- 
rent stages of maturity. The total number of lactic acid bacteria was very low. Ina 
recent investigation KRouxik et al. (1955) found very few organisms on the surface 
of fresh green plants resembling the bacteria in silage, and no lactic acid bacteria of 
the type characteristic of those developing in silage. On the other hand, ALLEN et al. 
(1937) report the presence of numerous lactobacilli on fresh grass, but the obligate 
anaerobes were present in very small numbers. 

Some investigations have been undertaken to establish the origin of the surface 
microflora on different parts of plants, but attention has unfortunately been paid 
mainly to the seed. The reports include, however, information which to some extent 
can be applied to the plant as a whole. 

JAMES et al. (1946) found large quantities of yeasts on seeds, compared with soil, 
but the fungal fraction on seeds and other parts of the plant closely resembles that 
of the soil. 

An investigation by WALLACE and LocHHEAD (1952) on the microflora of seeds 
supported very strongly the existence of a surface flora specific for the plant and 
almort independent of the environment. The flora they found was very different 
from that characteristic of soil with a predominant gramnegative fraction. Further- 
more, the micro-organisms on the seeds were independent of growth substances 
common in soil and important for the development of soil-organisms. 


As far as can be judged from seeds investigated, the surface flora would 
appear to be comparatively independent of the environment, particularly 
the soil, during the vegetative phase. Accordingly, the presence of soil- 
organisms might be looked upon as secondary infection, most likely con- 
tracted during the harvesting phase of silage-making. 


The surface population of some fodder plants 


The aim of the present investigation is to contribute to the knowledge 
of the origin of the microflora in silage. Samples of various fodder plants 
have been collected aseptically at different stages of maturity. The 
findings have been studied in comparison with those from corresponding 
plant materials harvested in the ordinary way. 


Materials and methods 


The plant materials examined: 1952: Red clover, Hybrid clover, Lucerne, 
Timothy, Rye-grass, Oats, Scentless mayweed. — 19538: Red clover, Lucerne, 
Timothy. 

Scentless mayweed was incorporated into the investigation as it is a common 
weed on fields with silage crops, and might carry a specific surface flora influencing 
the development of the silage-flora. 

Samples were taken with aseptic precautions, the various plants growing on 
separate plots close to each other. The plants were cut with scissors, leaving normal 
stubble. Sterile vessels were used for transport to the laboratory. The bacterio- 
logical analyses were started within an hour of sampling. 10 g. of the material was 
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weighed up and desintegrated in a sterile Turmix blender together with 50 ml. of 
sterile water. To transfer all the mixture to a suitable vessel another 50 ml. of sterile 
water was used. Dilution series were made from this mixture for the bacteriological 
analyses. 

In these analyses the following media were used. A. Nutrient agar: Difco; 
B. Tomato agar with an acid/base indicator: Wank (1946); C. Strepto- 
mycin agar: A glucose-peptone agar with Rose-Bengal 1: 20000 and Strepto- 
mycin 1: 50000; D. Tween agar: Keppre (1951); E. Media for proteolytic 
anaerobes: ROSENBERGER (1951); F. Media for spore-forming anaerobes: 
ROSENBERGER (1951). 

The material was incubated on media A—D at 28° C., and on E—F at 37° C., 
counting and isolation being done after 10 days. 

The various types of colonies were counted and isolated following an earlier 
developed system!, a quantitative study of certain fractions of a natural flora thus 
being made possible by the plating technique. 

As is well known, the plating technique can never give a complete 
picture of a natural mixed flora. A certain degree of selection will always 
occur, according to the media used. The colonies isolated and their activi- 
ties must never be claimed to be representative or characteristic of the 
total flora. By choosing suitable media it is however possible to cultivate 
a certain fraction of the flora. Differences between samples with regard to 
number and characteristics of isolated organisms can be attributed to 
that fraction of the natural flora that was able to develop on the media 
used. Such differences might include characteristics specific for the 
samples, and are significant even if there exist other microbial characte- 
ristics not revealed by the method. 

In this investigation it was found convenient to isolate 10 of the most 
frequently occurring types of organism on each medium. This gave a fairly 
representative collection of organisms. As the amount of each organism 
in the various samples was determined it was possible to assess the rela- 
tive importance of the characteristics of those organisms compared with 
the activity in a certain sample. 


Results 
Number of microorganisms on the surface 


In experiments in 1952, analyses of the microflora on plant material 
were done only at the stage for silage making. As a matter of fact samples 
were taken on the field at the same time as harvesting was going on. The 
results are reproduced in table 1. The figures are given per g. of fresh 
matter, which seems us better in this connexion than per g. of dry matter. 
It would probably be preferable to express the finding per square cm. of 
plant surface, but calculation of the surface is difficult. 

The numbers of organisms on most of the materials were about the 
same, timothy having slightly fewer than the others. Similar interrela- 


1 P. E. Nrisson, unpublished data. 
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tionships are found in the bacterial and fungal fractions. None of the 
materials contained for sporeforming anaerobes. The silage flora 
showed a different picture. The fungal fraction had remained unchanged, 
but the bacteria were about 100 times as numerous as on most plant 
materials, and the anaerobes were also fairly plentiful. The only 
difference between the two series was the mode of sampling. 


Table 1. Number of micro-organisms on the surface of some fodder plants collected 
aseptically during harvesting for silage, compared with the number on the same plant 
material (red clover) collected for silage in the usual manner 


Number of organisms per g. fresh weight 
Fodder plant 
Bacteria Fungi Anaerobes 
Ontsye. SUH Te % 350.000 18.000 -— 
Rye-grass ... . 250.000 12.500 — 
(Mia ees Penne 15.500 2.500 = 
MCEINO: Ge ahs sand 150.500 16.050 — 
Pease 34. chika gis 415.000 32.000 — 
Red clover. .. . 125.000 1.750 — 
Hybrid clover . . 500.000 22.500 — 
Scentless mayweed 1.600.000 17.500 — 
Silage} arbors ‘v.ids 30.000.000 17.000 250.000 


In the experiments of 1953 three materials only, lucerne, red clover, 
and timothy, were investigated. These are among the commonest silage 
plants. Samples were taken at five different stages of maturity both before 
and after the “silage stage’’. The first sampling was made on May 13", 
when the plants were only 2—3 cm. high, by the technique described in 
connexion with the 1952 experiments. 


The dry matter content of the plant samples was as shown in table 2. 


Table 2. Percentage dry matter of plant samples taken in summer 1952 
for microbiological analysis 


Date of sampling 


Type of plant 


dhe inl alae Ihe Lappe | 2/7 | 20/8 
Lucerne . . 22.0 U7) 22.5 28.4 — 
Red clover . 24.0 17.8 18.4 25.4 _ 
Timothy. . 29.0 23.2 31.5 41.3 a 


The numbers of bacteria per g. of fresh matter are given in table 3. The 
numbers of organisms in this table show no appreciable change until the 
sampling of June 15"", when the number on clover has risen to 2.630 x 10° 
from 0.43 x 10® on May 29**. On lucerne and timothy no such rise took 
place before the subsequent sampling, and even then the numbers did 
not reach those for clover. The final analyses showed a larger bacterial 
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population on both red clover and timothy. Lucerne was not available 
for analyses at that date. As during 1952, timothy showed somewhat 
fewer bacteria. 


Table 3. Total number of micro-organisms on plant material a i different stages of 
maturity, per g. of fresh matter x 10° 


ae See EEUU IEEE SEISEEESSISEE SSE 


Date of sampling 

13/5 29/5 | 15/6 | 2/7 | 20/8 
Bacteria | . / 
(Media A—B) | 
Lucerne . . 50 270 : 150 | 3.600 | — 
Red clover 220 | 43 | 263.000 | 157.000 | 7.200.000 
Timothy. . 15 3 | 40 7 4.900 i 2.510.000 
Fungi / | 
(Media C) | 
Lucerne . . 17 60 | 3 47 | — 
Red clover . 6 233 1 29 9.900 
Timothy. . 3 i er eat ga 1.300 


The fungal population does not show very great changes until the last 
sampling, when the number is markedly greater probably owing to sea- 
sonal conditions. 

Neither the lactic acid bacteria nor the anaerobic spore-formers ap- 
peared in the analyses until July 2", viz. after the time usual for silage- 
making. On July 2" the first cc'onies of lactic acid bacteria appeared on 
tween agar (red clover only), a medium which is specific for this group of 
organisms. The first signs of anaerobic activity also appeared at this 
sampling. The final analyses still showed only a small number of lactic 
acid bacteria, and again only on red clover. 

The different groups of organisms studied thus appeared in about the 
same numbers on the various plant materials. Timothy from both periods 
showed a somewhat lower density of population. 

The fungi are comparatively numerous in all materials. Since a predomi- 
nant fraction shows proteolytic activity (see below), the material carries 
with it into the silo a powerful potentially ammonifying (viz. alkalizing) 
flora which can develop under suitable circumstances. 

The colonies of lactic acid bacteria are surprisingly weak, so weak in 
fact that they could not be traced with the methods used until after the 
silage stage. But as this flora is still strong enough to develop very rapidly 
when the material is put into the silo, the question arises whether there 
are inhibiting agents associated with the living plant or whether the 
organisms are introduced later. This matter will be investigated further 


at a later date. The role of antagonistic phenomena will be discussed 
later in this paper. 


Microflora on the Surface of Some Fodder Plants at Different Stages of Maturity 417 


Very few anaerobes—either lactate-fermenting or proteolytic—were 
found on the material at any stage. The plants used for analyses were very 
carefully collected, any contact with the soil being avoided. Analyses 
made on similar material collected by the manner usual in silage making 
gave, as noted above, large numbers of organisms belonging to these 
groups. Since this material, owing to the methods of collection, has been 
in intimate contact with the soil, some soil probably having been mixed 
into it in addition, the anaerobes could certainly have invaded the plant 
material from the soil. Soil-analyses show also that the anaerobes found 
on the plant material belong to groups characteristic of soil. 


These experiments thus indicate the effect of the harvesting phase upon 
the initial number of anaerobes on the plant material at the time it goes 
into the silo. The plant does not seem to be a natural habitat for anaerobic 
organisms of the types of interest in connexion with silage. The numbers 
of these organisms are probably greatly affected by the harvesting me- 
thods. 

The absence of the anaerobic organisms so very numerous in the soil 
also suggests that there is surprisingly little infection of plants by soil 
during growth. The population found on the plant during this period is 
consequently characteristic of the plant itself and not of the soil. 


Ratio acidifiers:ammonifiers in the surface floras 


When the vegetable material is placed in the silo the activity of its 
microflora may be either acidifying or ammonifying. The breakdown of 
carbohydrates and proteins may thus promote or interfere with the 
process of preservation. It is therefore of primary interest to establish the 
acidifier-ammonifier equilibrium within the floras of the fodder plants. 
There must exist a relationship between the floras of the living plant and 
those of the fresh green material placed in the silo, even if it seems ob- 
scure, since the flora of the silage develops from both organisms present on 
the plants harvested and organisms introduced during harvesting. 


The micro-organisms isolated from fodder plants in the manner de- 
scribed above were studied on two different media, broth containing 
glucose or starch, to determine their acid-producing capacity. 

As the broth in both media was of usual composition, and contained peptone and 
meat extract, proteolytic activity was readily observed as ammonifying activity 
which could be determined by titration. 

The production of acid and alkali was determined by electrometric titration 
after incubation for three weeks (see table 4). 


The fraction capable of fermenting this medium contained acidifying 


and ammonifying organisms in about equal numbers. The acidifying- 
ammonifying equilibriun is not altered significantly, even taking into 
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preponderant. The fungal popu- 
lation is evidently partly respon- 
sible, since this group of orga- 
nisms increased greatly in num- 
ber during the autumn, and 
nearly all the individuals were 
found to be proteolytic. Concern- 
ing the equilibrium acid- produ- 
cers: ammonifiers, the potential 
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acidifier-ammonifier ratio in the microflora carried by the plants into 
the silo would therefore seem to be most favourable shortly before the 
time now generally chosen for silage making. 


Significance of antibiotic phenomena in the surface floras 


There are great difficulties in determining the importance of antibiosis 
in mixed floras, but it is clear that knowledge of the potential antibiotic 
activities would be of value in assessing the chances of development of 
the various members of the surface floras under silage conditions. 


For example, the rapid change from the surface flora to the very different 
silage flora on transferring the plant material into the silo might be due 
to a changing antibiotic pattern itself due to the quite different environ- 
mental conditions. It is possible that the silo constitutes an unfavourable 
environment for organisms producing antibiotics against lactic acid 
bacteria. The same might be the case with antagonists to anaerobic spore- 
formers, which would explain much better the absence of these groups 
from the surface of growing plants than the theory that no infection 
from soil occurs. 

As is well known, antibiotic activities also occur within the lactic acid 
group of bacteria. Thus a changing environment provides a source of 
ever-changing equilibrium between different strains. 

The phenomenon has been studied particularly in connexion with dairying. 
WHITEHEAD (1933) found several strains of sour-milk streptococci to have a similar 
inhibitory effect on starter cultures. OxForD (1944) found this activity to be due 
to diplococcin. From the vast literature on antibiotic interaction between strains of 
lactic acid bacteria and antibiotic activities of such organisms against other groups, 
the outstanding work of Mattick and Hirscu (1952) should be consulted. They 
found that nicin, a substance produced by a strain of Streptococcus lactis, inhibits 
not only lactic acid bacteria but also species of Bacillus and, which is of special 
interest in connexion with silage, certain species of Clostridium. 

A specific type of inhibition is developed by organisms producing hydro- 
gen peroxide (WHEATHER et al. 1952), enzymes active in acid-production 
being blocked. This is of interest in connexion with silage processes in 
general and not only in direct connexion with acid production. Hydrogen 
peroxide also inhibits anaerobs, a fact which might lead to interesting 
possibilities in processes where preservation is achieved by means other 
than by direct fermentative production of an acid. 

As pointed out above, these earlier investigations on antibiosis in rela- 
tion to lactic acid bacteria were carried out on organisms occurring in 
dairy practice, but in discussions on lactic-acid fermentation in silage 
Streptobacterium plantarum seems to be the only strain considered. The 
present author however wishes to call attention to the fact that Strepto- 
coccus lactis has been observed producing acid in silage (JosHt, 1935). 
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In this investigation the antibiotic activity of the various members of 
surface floras against three strains of lactic-acid bacteria was determined. 
One of these strains (43) was from the surface flora itself, one was from a 
silage flora, and one was a pure strain of Lactobacillus plantarum. 

The cultures were plated out on tomato agar, using the streak method 
(fig. 1), the antibiotic activity being expressed as mm. inhibition zone. 
The results are shown in table 5. 


Fig. 1. Example of the distribution of antibiotic activity by “Silage-organisms”’ against 
one proteolytic (left) and three lactic acid producing organisms 


After making a comparison of cultural and certain physiological charac- 
teristics, antibiotic activity was found to be limited to organisms A—J. 
Of these, only A was found on the plants on more than one occasion, an 
observation which further supports the theory of a constantly changing 
equilibrium between the various groups of organisms as the plants de- 
velop. 

Thetable also gives additional information onthe general composition of 
the microfloras. Organism D for example, did not occur at all on lucerne; 
on clover it constituted 64.8 per cent of the total number of organisms on 
May 29"; and on timothy it amounted to 4.6% of the total on May 13". 

This shows how the importance of an antibiotic organism can vary 
according to the number of organisms present. The diversity of antago- 
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nists is greatest on lucerne, and the occurrence of organism A during a 
great part of the vegetative period seems to be of particular importance. 
Its absence on June 15" might be due to a fault during culture. The 
presence of large numbers of G and F at that stage would appear to be 
connected with this as a secondary effect. 

The test-organism from the surface flora of clover (43,) was more fre- 
quently inhibited than the others. Most of the antagonists seem to occur 


Table 5. Organisms in the surface floras antagonistic to certain strains of lactic acid 


bacteria 
Number of antibiotic organisms x 105 Per cent neers maa 
Fodder plant | Org. of total 
13/5 | 20/6 | 16/6 | 2/7 | 20/8| 8 |. 435 259977 ete 
0.013 Te 1 bef 
0.6 | 25.0 | 8 | 
A bad 40.0 10 
2.66 7.4 12 2 
a20) 13.9 3 
B_ | 0.023 13.0 16 
Lucerne C | 0.033 18.0 4a | 
E 0.13 SOM By are 
F 0.37 21.4 12 
G 0.011 36.7 10 
H 0.001 3.3 i 
ib 0.323) 69.2 6 | 
A 123 7.8 21 15 4 
B 0.083 28.6 4 
Red clover | C 8.70 4.5 5 | 
D 0.7 64.8 5 
J | 8.0 2.6 | 6 
0.013 32.5 18 
A 300 1.2 3 
1000} 4.0 8 
2 B 0.60 71.4 6 3 
MOET hes 110,004 4.6 | 8 
E 0.07 53.8 9 
F | 0.0006 0.68 12 
G | 0.025 93.6 6 


only occasionally, but they are often very numerous and might therefore 
constitute an important environmental factor. Thus it seems probable 
that lactic acid bacteria are rare in samples where 50% or more of the 
total number of organisms consist of effective antogonists. 

The antibiotic phenomena within the surface floras, and other factors 
possibly influencing the development of lactic acid bacteria on growing 
plants are to be investigated at a later date. 
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Summary 


A comparison is made of the bacterial populations on the surface of 
some fodder plants and the populations on corresponding plant materials 
after collecting into a silo. 

Estimations are made of the total number of bacteria and fungi, and of 
the number of lactic acid bacteria and spore-forming anaerobes. 

The equilibrium between acidifying and ammonifying organisms is dis- 
cussed. Antibiotic phenomena within the floras have been studied. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena) 


Uber die Inaktivierung 
von Penicillin durch Proteus vulgaris 


Von 
Upo TAUBENECK 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 26. Mérz 1956) 


Zahlreiche Stamme der Protews-Arten und anderer Bakterienspecies 
machen unter dem EinfluB von Penicillin einen charakteristischen 
Formenwandel durch, der zur Ausbildung der bekannten groBen Korper 
(large bodies) und auf geeigneten Medien zur Bildung der L-Formen 
fiihrt, und der in seiner Gesamtheit als L-Cyclus bezeichnet wird (DIENES 
u. WEINBERGER 1951; TuLasne 1953; Minck 1955). Aus den Be- 
obachtungen tiber den L-Cyclus sind vor allem von medizinischer Seite 
weitreichende Schliisse in bezug auf die Moglichkeit der Bildung von 
»Ausweichformen‘ bei der Penicillintherapie gezogen worden. Anderer- 
seits hat es nicht an Stimmen gefehlt, die das Entwicklungsgeschehen 
im L-Cyclus als degenerativ bezeichneten (OrsKov 1947; RippEL-BALDES 
u. Buscox 1954). 

Es gibt eine Reihe von Proteus-Stammen, die selbst in Gegenwart 
hoher Penicillindosen entweder kein L-Wachstum zeigen (DIENES 1949; 
FREvNpDT 1950) oder nach einiger Zeit in Kolonien aus normalen Proteus- 
Stébchen wachsen (FREUNDT 1950). StemPEN (1955) publizierte Bild- 
serien eines Proteus vulgaris, der sich auf penicillinhaltigen Agarnahr- 
béden nach anfanglicher Bildung typischer groBer Korper zur normalen 
Ausgangsform zuriickentwickeln kann, ohne daB eine Ubertragung auf 
penicillinfreie Substrate oder die Entfernung des Penicillins durch zu- 
gesetzte Penicillinase notig wire. 


Dieses Verhalten bestimmter Proteus-Stimme konnte als eine ge- 
steigerte Resistenz gegeniiber Penicillin gedeutet werden. Da bisher 
iiber das Schicksal des Penicillins in den Fallen spontaner Riickbildung 
bzw. des ,,growth of swarming proteus‘ (FREUNDT) nichts ausgesagt 
wurde, war jedoch die Méglichkeit nicht auszuschlieBen, daB eine Zer- 
stérung des Penicillins durch Penicillinasebildung der Bakterien der 
Grund fiir die beobachteten Erscheinungen ist. 


Im Schrifttum iiber die Penicillinase finden sich einige Arbeiten, in denen neben 
anderen Bakterien auch Proteus-Stamme auf ihre Fahigkeit zur Penicillinasebildung 
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untersucht wurden. Bonpt u. Diez (1944) konnten fiir Proteus vulgaris keine extra- 
cellulaire Penicillinaseaktivitat nachweisen, eine Feststellung, die von HOUSEWRIGHT 
u. Henry (1947) auf Grund von Versuchen mit Antipenicillinase-Immunserum be- 
statigt wurde. P@RavLT (1945) wies in den Filtraten alter Proteus vulgaris-Kulturen 
Penicillinase nach. LAHELLE (1948) konnte dagegen bei Proteus vulgaris keine Peni- 
cillinaseaktivitat finden, wahrend Kulturfiltrate von Proteus morganii deutlich 
Penicillin inaktivierten. Versuche, diese Penicillinase auf festen Nahrbéden mit 
einer Methode nachzuweisen, die der von Gots (1945) angegebenen ahnelt, schlugen 
fehl oder zeigten doch recht undurchsichtige Ergebnisse. 


In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob bestimmte 
Proteus-Stimme tatsichlich eine wesentlich erhéhte Resistenz gegen- 
iiber Penicillin aufweisen oder ob in diesen Fallen eine Inaktivierung des 
Penicillins erfolgt. 


Material und Methoden 


Allgemeines 


Als Nahrmedium fiir die vorliegenden Versuche diente gepufferte Fleischwasser- 
bouillon (py 6,9—7,0), abgefiillt in Kulturréhrchen zu je 3 ml. Fiir die Penicillin- 
zusitze wurde kristallines Penicillin-Na G aus der Produktion der Firma Jenapharm 
verwendet. Je nach der erforderlichen Konzentration wurden entsprechende 
Penicillinmengen in Bouillon gelést und anschlieBend ebenfalls zu je 3 ml abgefiillt. 

Die quantitative Penicillin- Wertbestimmung geschah nach der von KNOxLx (1950) 
angegebenen Weise mit Hilfe von Agar-Diffusionsplatten (Testkeim Bac. subtilis 
SG 119). 

Zur Ausfiihrung der Triibungsmessungen stand ein Zeif-Pulfrich-Photometer 
mit Zusatz fiir Fluorescenz- und Triibungsmessungen zur Verfiigung (Unter- 
suchungsgefaB: Plancuvette 0,5 cm, Beleuchtung: 30 W-Gliithlampe, Vergleichs- 
glas 1, Farbfilter L 2)?. 

Die Bakterienzerreibungen erfolgten mit Hilfe von ,,Bakterienmérsern“, die aus 
Glasschliffkegel und -hiilse bestehen. Mit Quarz- oder Glasstaub verriihrte Bak- 
teriensedimente konnten mit dieser Einrichtung ohne Schwierigkeiten soweit zer- 
rieben werden, daB bei mikroskopischen Kontrollen nur noch wenige intakte Zellen 
gefunden wurden. 


Die Proteus-Stimme 


Auf Grund von Vorversuchen wurden die Proteus-Stimme SG 2 und 
SG 177 fiir die Hauptversuche ausgewahlt. Es kamen Einzell-Isolationen 
dieser Stimme zur Verwendung, die mit Hilfe eines ZeiB-Gleit-Mikro- 
manipulators nach folgender Methode gewonnen wurden. 


Von einem mit dem entsprechenden Stamm bewachsenen Agarblock, der sich 
in einer feuchten Kammer befand, erfolgte unter mikroskopischer Kontrolle die Ab- 
impfung mit einer Glasnadel, deren fast rechtwinklig abgebogene Spitze auf kurzer 
Strecke sehr fein ausgezogen war. Mit derselben Glasnadel wurde dann in einer 
zweiten feuchten Kammer ein steriler Agarblock beimpft. Die Form der Nadelspitze 
konnte so gestaltet werden, daB etwa 3—4 Bakterien iibertragen wurden?. Die zu- 


‘ Fir die Ausfiihrung der Triibungsmessungen habe ich Herrn Chem.-Ing. 
ZEIDLER zu danken. 

* Herrn Dr. Orro vom Mikrolabor der Firma Zei8, Jena, sei auch an dieser Stelle 
fiir die Uberlassung der Versuchsausfiihrung eines Nadelziehgeraites gedankt. 
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nachst dicht beieinanderliegenden Bakterien lieBen sich mit der Glasnadel auf der 
Agaroberflache auseinanderziehen, so da8 die Entwicklung jeder Bakterienzelle 
mikroskopisch genau zu verfolgen war. Nach der Entstehung von Mikrokolonien 
erfolgte deren Abimpfung mit etwas stirkeren Glasnadeln und die Ubertragung auf 
Schragagarrohrchen. Mit steriler Milch bzw. mit 1%iger Dextranlésung wurden die 
Bakterien nach entsprechender Bebriitung vom Schragagar abgeschwemmt, in 
sterile Ampullen eingefiillt und lyophil getrocknet. Nach der Fiillung mit sterilem 
Stickstoff erfolgte dann das Abschmelzen der Ampullen. Diese ,,Keimkonserven“ 
dienten als Ausgangsmaterial fiir alle Versuche. Die verschiedenen Einzell-Stamme, 
die aus jedem der beiden Ausgangsstémme gewonnen wurden, verhielten sich unter- 
einander vollig gleichartig. 


Ergebnisse 
A. Das Verhalten verschiedener Proteus-Stimme in Bouillon- 
Ndhrbéden gegeniiber Penicillin 
Aus 14stiindigen Bouillonkulturen der verfitigbaren Stémme wurde 
Penicillinbouillon beimpft, deren Penicillinkonzentration 400 IE/ml be- 
trug. Nach der Bebriitung (18 Std) ergab sich nach mikroskopischer 
Kontrolle und Penicillintestung das in der Tab. 1 dargestellte Bild. 


Tabelle 1 


GroBe Koérper 
Stamm erateree bzw. deren. Penicillin 
Zerfallsprodukte 


vulgaris SG 2 
vulgaris SG 176 
vulgaris SG 658 | 
vulgaris SG 659 
vulgaris SG 660 
vulgaris SG 661 
vulgaris SG 664 
vulgaris SG 667 
morgantt SG 464 
mirabilis SG 34 
mirabilis SG 177 
mirabilis SG 653 
mirabilis SG 654 = 
mirabilis SG 655 
mirabilis SG 656 — 
mirabilis SG 657 — 
. mirabilis SG 662 — 
. mirabilis SG 665 — 
. mirabilis SG 666 — 
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Es zeigte sich demnach, daB P. vulgaris und P. morganit trotz der 
relativ hohen Penicillinkonzentration in der normalen Stabchenform 
wuchsen, wihrend P. mirabilis die Umwandlung in die grofen Korper 
durchgemacht hatte. 
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Aus Tab. 1 geht ferner hervor, daB alle P. vulgaris-Staémme sowie 
P. morganii das Penicillin véllig inaktivierten, wogegen in den P. mira- 
bilis-Kulturen noch Penicillin nachzuweisen war. Durch entsprechende 
Kontrollen lieB sich zeigen, da® in den P. mirabilis-Kulturen der Peni- 
cillingehalt auf seiner vollen Héhe erhalten geblieben war. 

Auf Grund dieses Ergebnisses wurden zwei Fragen naher untersucht. 
Einmal sollte gepriift werden, ob die penicillininaktivierenden Stamme 


rel. Iribung 


(eco 
7] a y 6 & Std 0 


Abb. 1. Relative Triibung in Kulturen von 
P. vulgaris SG 2 und P. mirabilis SG 177, 
die ohne, bzw. mit Penicillinzusatz 
(400 IE/ml) geziichtet wurden. 

«— S@ 177 ohne Penicilln, 
o— S@ 177 mit Penicillin, 
e---0e---e---e S@ 2 ohne Penicillin, 

—o—o—o—o SG 2 mit Penicillin 
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etwa auch von morphologischen Ver- 
anderungen betroffen werden, wie sie 
bei den Stammen auftreten, die das 
Penicillin nicht angreifen. Zum anderen 
war die Art der Penicillininaktivierung 
naher zu charakterisieren. 

Alle weiteren Ergebnisse, tiber die 
hier berichtet werden soll, beziehen sich 
auf Einzell-Isolationen der Staémme 
P. vulgaris SG 2 und P. mirabilis 
SG 177. Diese beiden Stéaémme kénnen 
als charakteristisch fiir die beiden 
Typen angesehen werden, in die sich 
unsere Sammlungsstimme  einteilen 
lassen. P. vulgaris SG 2 inaktiviert 
Penicillin und liegt nach langerer Be- 
briitung in der normalen Stibchen- 
form vor, P. mirabilis SG 177 ist nicht 
in der Lage, Penicillin zu inaktivieren 
und bildet relativ stabile groBe Korper. 


B. Die Entwicklung von 
P.vulgaris SG2 und P. mirabilis 
SG 177 in Penicillin- Bouillon 


In Kulturen der beiden Stimme 
wurden die relative Triibung und pa- 
rallel dazu die mikroskopisch sicht- 
baren Verinderungen untersucht. Die 


Kontrollkulturen ohne Penicillin lieBen keine Besonderheit erkennen. 
Da relativ junge Kulturen zur Beimpfung verwandt wurden, kommt es - 
zu keiner ausgepriigten lag-Periode. Die Triibung steigt rasch an und er- 
reicht in 5—6 Std den maximalen Wert (Abb. 1). Die Tritbungskurven 
beider Staémme zeigen einen prinzipiell gleichartigen Verlauf. 

In Gegenwart von 400 Einheiten Penicillin dagegen zeigen sich er- 
hebliche Abweichungen zwischen den beiden Stimmen. Beim SG 177 
steigt die Triibung mit zunehmender Umbildung, von der praktisch alle 
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eingeimpften Staébchen betroffen werden, langsam an (Abb. 1). Es bilden 
sich die typischen groSen Kérper (large bodies), die etwa 5—6 Std lang 
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Abb. 2. Entwicklung von P. vulgaris SG 2 in Penicillin-Bouillon (400 ITE/ml). Phasenkontrast, 
on y Gesamtvergr. 1800: 1. Erklirung im Text 


an Umfang zunehmen. Nach dieser Zeit bleibt die Triibung praktisch 
konstant. In den groBen Kérpern treten haufig Vacuolen auf, spater 


erscheinen manche von einem grobgranuliren Inhalt erfillt. 
29% 


428 U. TAUBENECE: 


Die anfingliche Entwicklung in den Penicillinkulturen von SG 2 
gleicht der eben beschriebenen. Auch hier beginnt nach einer kurzen 
Latenzzeit die Umbildung der anfanglich normalen Stabchen (Abb. 2a) 
mit der Anlage kleiner, buckelformiger Auswiichse. Die meisten der von 
der Umbildung betroffenen Stiibchen platzen jedoch, oft schon in ganz 
friihen Stadien und hinterlassen nur leere Bakterienhiillen, die je nach 
dem Umbildungsgrad die Konturen des Stabchens bzw. der mehr oder 
weniger umgebildeten Bakterienzelle erkennen lassen (Abb. 2b). Im 
Triibungsverlauf macht sich diese Periode in einem etwa 14,—2 Std 
wihrenden Absinken der Triibung bemerkbar (Abb. 1). Die Resttriibung 
wird wohl im wesentlichen von den wenigen stabilen groBen Korpern her- 
vorgerufen, die inzwischen zu einer gewissen GroBe herangewachsen 
sind (Abb. 2c). Nach dieser Zeit erfolgt der Wiederanstieg der Triibungs- 
kurve. Mikroskopisch beobachtet man eine Volumenzunahme der groBen 
Korper, die mit einer Streckung (Abb. 2d) und mit der Bildung von 
Teilungsstellen (Abb. 2e) verbunden ist. Derartige Bilder deuten darauf 
hin, daB bereits in diesem Entwicklungszustand der Kultur kein aktives 
Penicillin mehr vorhanden ist. Die Teilungen folgen nun schnell auf- 
einander, wobei die Teilungsprodukte zunachst noch vollig unregelmabig 
sind und echte Verzweigungen in groBer Zahl erkennen lassen (Abb. 2f 
und g). Solche Verzweigungen bleiben lange erhalten. Die GroBe der einzel- 
nen Zellen dagegen nimmt mit jedem Teilungsschritt ab. Man hat dann zeit- 
weise den Kindruck, eine Population von Bakteroiden der Knéllchen- 
Bakterien vor sich zu haben (Abb. 2h). Nach etwa 8 Std, wenn das 
Triibungsmaximum erreicht ist, liegen wieder fast durchweg normale Stab- 
chenformen vor (Abb. 21). Bei hoher anfanglicher Einsaat lauft die Riick- 
entwicklung nicht bis zu den Normalformen, sondern wird nach ebenfalls 
8—9 Std (wohl in erster Linie wegen Ersch6pfung des Nahrmediums) auf 
Stadien gestoppt, die denen der Abb. 2g und h entsprechen. Hier fiihrt erst 
eine Uberimpfung auf frisches Substrat wieder zu normalen Stiabchen, 


Auf Grund dieser Beobachtungen darf festgestellt werden, daB auch 
die Bakterienzellen solcher Proteus-Stimme, die zur Penicillininakti- 
vierung befihigt sind, durch das Penicillin zuniichst zu den groBen 
Korpern umgebildet werden. Die Inaktivierung des Penicillins ist bereits 
auf einem sehr friihen Kulturstadium abgeschlossen und wird offen- 
sichtlich noch friiher eingeleitet. Der Gedanke liegt nahe, daB das 
schnelle Auftreten des penicillininaktivierenden Prinzips mit der plétzlich 
einsetzenden Lyse einer groben Zahl von Zellen kurz nach der Be- 
impfung im Zusammenhang steht. 


C.Dielnaktivierung von Penicillin durch Proteus vulgaris SG 2 
Zellfreie Filtrate von SG 2-Kulturen, die sich in Penicillin-Bouillon ent- 
wickelt haben, sind in der Lage, Penicillin zu inaktivieren. Es muBte 
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zunachst eine brauchbare quantitative Methode zur Bestimmung des In- 
aktivierungsverlaufs ausgearbeitet werden. Da Substanzen mit Peni- 
cillinase-Charakter, die als Standardsubstanzen dienen k6nnten, bisher 
nicht in reiner Form vorliegen! und auBerdem keine direkten Nachweis- 
reaktionen existieren, sind im Laufe der Zeit eine Reihe willkiirlicher 
Penicillinase-Kinheiten definiert worden (z. B. Grstan 1948; Levy 1950; 
PoLLock u. TorRIANI 1953). Dariiber hinaus existieren eine Reihe von 
Aktivitaitstesten, in denen auf die Definition einer Einheit verzichtet 
wird. Allen diesen mehr oder weniger exakten Testen, auf die hier nicht 
weiter eingegangen werden kann, ist gemeinsam, daf die Inaktivierung 
von Penicillin unter bestimmten auferen Reaktionsbedingungen als 
MaB8 fir die Penicillinase-Aktivitat gewertet wird. 

Uber die Kinetik der Penicillin-Penicillinase-Reaktion ist mehrfach 
berichtet worden. Dabei wurde iibereinstimmend festgestellt, daB die 
Reaktionsgeschwindigkeit — auRer bei sehr geringer Enzymkonzen- 
tration — tber lange Zeit konstant bleibt, der Vorgang also einer Re- 
aktion nullter Ordnung entspricht (HousEwricgHT u. Henry 1947; 
Levy 1950). Als Ma8 der Enzymaktivitét konnte demnach die unter 
definierten Bedingungen nach einer bestimmten Zeit von Reaktions- 
beginn an inaktivierte Penicillinmenge angenommen werden. Da jedoch 
die 4uBeren Bedingungen der ersten Phasen des Reaktionsablaufes oft 
nicht exakt zu reproduzieren sind (Temperierung der Reaktionsgemische 
und ahnliches) und auBerdem die Konstanz der Reaktionsgeschwindig- 
keit in jedem Falle sichergestellt werden sollte, wurde die Konzentration 
des Penicillins nach einer Anlaufzeit wihrend eines gewissen Zeitraums 
stundlich bestimmt. 

Im einzelnen wurde wie folgt verfahren: In sterile Kulturréhrchen wurde je 1 ml 
gepufferte Penicillinlésung steigender Konzentration eingefiillt. Der Konzentrations- 
bereich erstreckte sich im allgemeinen auf 100—2000 IE, und war in Abstanden 
von 100 IE, in gewissen Fallen von 50 zu 50 IE abgestuft. Danach erhielten alle 
Rohrchen 1 ml des auf Aktivitat zu testenden Kulturfiltrates und kamen in einen 

- auf 36° C eingestellten Brutschrank. Die Wasserstoffionenkonzentration der Re- 
aktionsansitze betrug — wenn nicht anders erwahnt — px 6,8; sie anderte sich 
wahrend der Reaktion nicht meBbar. Nach 2 Std und weiter nach 3, 4, 5 und 
6 Std wurden je etwa 0,05 ml des Reaktionsgemisches aus jedem Rohrchen der 
Konzentrationsreihe abpipettiert und in Stanzlécher einer Bac. subtilis-GuBplatte 
eingefiillt. Nach der Bebriitung konnte auf den Testplatten abgelesen werden, bis 


zu welcher Konzentration das Penicillin zerstért worden war bzw. von welcher 
Penicillinkonzentration an sich nach der entsprechenden Reaktionszeit noch 


Hemmzonen entwickelten. 
Diese Methode erwies sich fiir die hier verfolgten Zwecke als aus- 
reichend und lieferte jederzeit reproduzierbare Ergebnisse. In Abb. 3 ist 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Uber ein physikochemisch gut charakterisiertes, 
kristallines Penicillinasepraparat aus Bacillus cereus berichten inzwischen PoLLock, 
ToRRIANI und TRIDGELL (Biochem. J. 62, 387 [1956]). 
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das Ergebnis eines Versuchs dargestellt, bei dem ein Kulturfiltrat des 
Stammes SG 2 unverdiinnt und in der Verdiinnung 1: 1 (mit Phosphat- 
puffer) gepriift wurde. Es geht daraus hervor, daf die Penicillininakti- 
vierung in dem untersuchten Zeitraum tatsichlich einem Reaktions- 
verlauf nullter Ordnung gleicht. Unter den angegebenen Bedingungen 
14Bt sich die Aktivitit der penicillininaktivierenden Substanz demnach 
am einfachsten als die Anzahl der je Stunde inaktivierten Penicillin- 
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Abb. 3. 
Bestimmung der Enzymaktivitiit. 
--e---e-- unverdiinntes Kultur- 
filtrat, — e — e — Kulturfiltrat 
1:1 mit Phosphatpuffer verdiinnt. 

Weitere Erkliirung im Text 


Einheiten ausdriicken. In dem genannten 
Beispiel betrigt sie fiir das unverdiinnte Fil- 
trat etwa 300, fiir die Verdiinnung etwa 150. 


Der Reaktionsverlauf deutet darauf hin, 
daB auch die von Proteus bewirkte Penicillin- 
inaktivierung enzymatischer Art ist. 


Hier soll noch kurz auf die Ergebnisse 
einiger orientierender Versuche eingegangen 
werden, die zur niheren Charakterisierung des 
Enzyms ausgefiithrt wurden. 


Der penicillininaktivierende Stoff passierte 
Ganzglas-Bakterienfilter (Schott & Gen. G5) 
ohne da dabei eine Adsorption an das Filter- 
material stattfand. Mehrfache Filtration des- 
selben Kulturmaterials durch frische Filter 
hatte keinen Aktivitiitsverlust zur Folge. 


Die Wasserstoffionenkonzentration — be- 
wirkte im Bereich von px 5,8 bis px 7,2 keine 
erheblichen Differenzen der Aktivitat. Nach 
den bisherigen Versuchen liegt sie im schwach 
sauren Gebiet etwas niedriger als im neutralen. 


Die Temperaturwirkung ist dagegen stark 
ausgeprigt. Temperaturen iiber 50° C be- 
wirkten bereits eine rasche Inaktivierung. In 
Abb. 4 ist die Inaktivierung des Enzyms 


wahrend der Erhitzung eines aktiven Kulturfiltrates auf 53° C dar- 


gestellt. 


Auffallig ist die geringe Diffusionsfihigkeit des Enzyms. Werden 
Penicillin-Nahragarplatten zur Hilfte mit Proteus dicht beimpft, so ist 
nach wenigen Stunden in dem beimpften Teil des Nahrbodens kein 
Penicillin mehr nachweisbar, und es entsteht nach 10—12 Std ein 
dichter Kolonierasen. Im unbeimpften Teil des Nihrbodens solcher 
Platten ist dagegen noch nach mehreren Tagen Penicillin nachzu- 


weisen. 
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D. Die Bedingungen der Enzymbildung durch Proteus 
vulgaris SG 2 


Zunachst wurden Filtrate von Kulturen des Stammes SG 2, die ohne 
Penicillin geziichtet worden waren, auf ihr Verhalten gegentiber Peni- 
cillinlésungen getestet. Dabei stellte sich heraus, da8 solche Kultur- 
filtrate, gleichgiiltig, ob sie durch Filtration junger oder sehr alter 
Kulturen (bis zu 10 Tagen Kulturdauer) gewonnen wurden, keinerlei 
spezifische Penicillininaktivierung bewerkstelligten. Filtrierte Sus- 
pensionen zerriebener Bakterienzellen aus normalen Bouillonkulturen 
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Abb. 4. Abnahme der Enzymaktivitiét wihrend der Erhitzung eines aktiven Kulturfiltrates auf 53° C 


des Stammes zeigten ebenfalls keine Anzeichen einer Penicillinin- 
aktivierung. 

Wurden jedoch gewaschene Keime in Penicillin-Bouillon mit 400 TE/ml 
eingeimpft und die Kulturen nach 24 Std filtriert, so erwiesen sich diese 
Kulturfiltrate als aktiv und zerstorten betrachtliche Penicillinmengen. 

Bei der quantitativen Bestimmung der Enzymaktivitat solcher Fil- 
trate, die zu bestimmten Zeiten nach Beginn der Bebriitung filtriert 
wurden, zeigte sich, daB die Aktivitat etwa nach 30 min auftritt, dann 
ansteigt und bereits nach 2 Std, also zu einem Zeitpunkt, da die Lyse- 
erscheinungen gerade abgeschlossen sind, ihre volle Hohe erreicht hatte. 
Die weitere Entwicklung der Kulturen bewirkte keine weitere Ver- 
anderung. Aktivitatsteste von Filtraten desselben Versuchsansatzes, die 
nach 24 bzw. 48 Std gewonnen wurden, ergaben Werte, die unveradndert 
waren, oder aber unwesentlich niedriger lagen als die des 2 Std-Filtrates. 

Die Menge des urspriinglich vorhandenen Penicillins in der mit kon- 
stanter Keimzahl beimpften Bouillon ist von Bedeutung fir die re- 
sultierende Enzymaktivitat. Abb.5 zeigt das Ergebnis eines ver- 
gleichenden Testes der Filtrate von Kulturen, in denen sich die Keime 
in einer Bouillon entwickelt hatten, die mit 4, 40, 400 und 4000 [E/ml 
Penicillin versetzt worden war. Bei der niedrigsten Konzentration war 
mit der verwendeten Methode keine meBbare Aktivitat nachzuweisen. 
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Die eingeimpften Keime entwickelten sich normal. Lyseerscheinungen 
traten nicht auf. Bei 40 IE/ml machte sich eine gewisse Aktivitat be- 
merkbar und bei 400 IE/ml stieg sie auf etwa 300 an. Die Lyseerschei- 
nungen traten hier ausgepragt auf. Bei 4000 IE/ml begann schlieBlich der 
Wiederanstieg der Tritbung nach vorausgegangener intensiver Lyse sehr 
verzigert. Die Aktivitat des Kulturfiltrates war auf etwa 600 angestiegen. 

Eine dhnliche Steigerung der 
Enzymaktivitat lieB sich erreichen, 
wenn Bouillon von einer bestimmten 
Penicillinkonzentration mit steigen- 
der Keimzahl beimpft wurde. 
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Abb. 5. Enzymaktivitit in Filtraten von Kulturen, Abb. 6. Relative Triibung in Penicillin-Bouillon- 
die mit verschiedener Anfangskonzentration des  kulturen nach Beimpfung mit P. vulgaris SG 2 


Penicillins geziichtet wurden. verschiedener Vorkultur. 
— «—— ¢— Anfangskonzentration 4000 [E/ml, ---e---e--- Beimpfung mit Bakterien aus 
—e—-—e— Anfangskonzentration 400 IE/ml, penicillinfreier Bouillon. 
--e---e--- Anfangskonzentration 40 [E/ml, — e ——-eW— Beimpfung mit Bakterien aus 
-—e«—+—e—- Anfangskonzentration 4 IB/ml 3. Passage in Penicillin-Bouillon 


Bisher war nur von Versuchen die Rede, bei denen die Bakterien in 
penicillinhaltige Bouillon eingeimpft waren. Im folgenden Versuch 
wurden dagegen dicht bewachsene 24stiindige Bouillonkulturen mit 
einer geringen Menge (0,1 ml) konzentrierter Penicillinlésung versetzt, 
so daB die Konzentration wie iiblich 400 [E/ml betrug. Der Triibungs- 
grad solcher Kulturen anderte sich nach dem Zusatz nicht meBbar. 
Mikroskopisch war eine geringe Zahl leerer Bakterienhiillen nachzu- 
weisen. Kulturfiltrate solcher Ansitze zeigten eine sehr geringe Aktivitit, 
die etwa bei 30—50 lag. Zerreibungen der abzentrifugierten Bakterien 
aus diesen Kulturen hatten keine Aktivitat. 


Uber die Inaktivierung von Penicillin durch Proteus vulgaris 433 


Wurden gewaschene Zellen in Phosphatpuffer (px 7,0) aufgeschwemmt, 
mit dieser Suspension gepufferte reine Penicillinlésung beimpft und be- 
briitet, so kam es zu keiner Veranderung des Triibungsgrades und zu 
keiner Penicillininaktivierung durch entsprechende zellfreie Filtrate. 

Alle diese Versuchsergebnisse deuten darauf hin, da die von P. vul- 
garis produzierte Penicillinase nur in Kontakt mit dem Substrat gebildet 
wird, und zwar immer dann, wenn Bedingungen gegeben sind, die eine 
Entwicklung der Bakterien zu groBen Kérpern zulassen. Ruhende Zellen 
baw. Zellen in alteren Kulturen, in denen nur noch eine geringe Teilungs- 
rate vorliegt, entfalten keine bzw. nur eine geringe Penicillinaseaktivitit. 

Obwohl in den beschriebenen Versuchen von Einzell-Isolationen aus- 
gegangen wurde, bestand keine Gewahr dafiir, das die zur Beimpfung 
der Penicillinbouillon verwendeten Populationen genetisch einheitlich 
waren. Es konnte daher nicht von vornherein ausgeschlossen werden, 
da in den umgebildeten Keimen, die nach dem Verschwinden der 
Penicillinwirkung fiir den Wiederanstieg der Triibungskurve verant- 
wortlich sind, besonders widerstandsfihige Individuen vorliegen. Falls 
es sich dabei um eine genetisch bedingte Widerstandsfihigkeit handelt, 
sollte man annehmen, da die Nachkommen dieser Formen nach erneuter 
Einimpfung in Penicillin-Bouillon die typischen Lyseerscheinungen nicht, 
oder doch nur weniger ausgepragt zeigen. Es wurden daher die Keime 
aus Kulturen, die nach der Einsaat in Penicillin-Bouillon (400 TE/ml) 
den charakteristischen Triibungsverlauf zeigten, gewaschen und zur Be- 
impfung neuer Penicillin-Bouillon verwendet. Abb. 6 zeigt die Triibungs- 
kurven einer Ausgangskultur und einer Kultur, die mit Bakterien beimpft 
wurde, welche 3 Passagen in Penicillin-Bouillon hinter sich hatten. Kine 
Verminderung der Lyseerscheinungen ist nicht zu erkennen. 


-Besprechung der Ergebnisse 

Nach den Literaturangaben iiber Proteus-Stiémme, die in Gegenwart 
hoher Penicillindosen nach einiger Zeit normales Wachstum zeigen, 
konnte der Eindruck entstehen, daB es sich hierbei um hochresistente 
Formen handelt, deren Stoffwechsel durch Penicillin nicht beeintrachtigt 
wird. Diese Auffassung trifft sicherlich in vielen Fallen nicht zu. Bei den 
hier untersuchten Stimmen aus drei Proteus-Arten induzierte das Peni- 
cillin jedenfalls immer die charakteristischen Umbildungserscheinungen, 
d.h. nach der Sistierung der Zellvermehrung die Ausbildung grofer Kérper. 
In dieser Hinsicht scheint also ein einheitlicher Reaktionstyp vorzuliegen. 

Im Falle des P. vulgaris SG 2 (und anderer P. vulgaris-Stamme) werden 
aber durch den Kontakt mit Penicillin weitere Reaktionsfolgen ausge- 
lost, die schlieBlich zur Bildung einer extracellular nachweisbaren Peni- 
cillinase fiihren. Diese Tatsache erklart die oft betriachtliche scheinbare 
,,Resistenz‘ von P. vulgaris-Stimmen gegeniiber Penicillin. Die Riick- 
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bildung des P. vulgaris von StempEN (1955) nach anfanglicher Aus- 
bildung groBer Kérper ist méglicherweise ebenfalls als Penicillinase- 
Effekt zu deuten. Es ist auffallig, daB alle unsere P. vulgaris-Sammlungs- 
stimme sowie P. morganii Penicillin zerstéren, wihrend die P. mirabilis- 
Stiimme dazu nicht in der Lage sind. (Der in fritheren Ver6ffentlichungen 
[TAUBENECK u. Miter 1955; TauBENECK 1955] als P. vulgaris be- 
zeichnete Stamm SG 34 erwies sich bei einer Nachbestimmung nach dem 
in Bercry’s Manual of Determinative Bacteriology, 6. Aufl. 1948 an- 
gegebenen Schliissel als P. mirabilis). Inwieweit der Penicillinasebildung 
systematische Bedeutung zukommt, wird gegenwiartig untersucht. 

Die Art der Penicillinasebildung weicht in einigen Punkten von der 
bei anderen Bakterien bekannten ab. Vorstellungen iiber den Me- 
chanismus der Penicillinasebildung sind vor allem von PoLLock (1950, 
1952, 1953), Potiock u. Perret (1951, 1953) an Hand von Versuchen 
mit Bac. cereus entwickelt worden. Bei diesen Bakterien konnte zu- 
nichst eine geringe konstitutive Penicillinaseaktivitat festgestellt werden. 
Durch Zugabe von Penicillin lieB sich eine wesentlich gesteigerte Pro- 
duktion der Penicillinase induzieren. Die Induktion des Enzyms gelang 
auch dann, wenn die Bakterien bei tiefen Temperaturen fiir kurze Zeit 
mit dem Substrat in Kontakt waren und dann nach Waschen in Ab- 
wesenheit des Substrates kultiviert wurden. Aus dem umfangreichen 
Versuchsmaterial lieB sich folgern, dai neben einer unspezifischen Peni- 
cillin-Aufnahme durch die Zellen eine spezifische Penicillin-Absorption 
durch bestimmte Zellbestandteile erfolgte, die fiir die Auslésung der 
Enzymproduktion verantwortlich ist. 

Bei P. vulgaris ist eine konstitutive Penicillinasebildung mit der an- 
gewandten Methode nicht nachzuweisen. Erst in Gegenwart von Peni- 
cillin setzt die Enzymproduktion ein. Wiihrend aber bei den Versuchen 
mit Bac. cereus dann mit zunehmender Zellvermehrung iiber einen ge- 
wissen Zeitraum eine Steigerung der Aktivitiit zu verzeichnen ist, trifft 
man bei P. vulgaris andere Verhiltnisse an. Hier ist die Entwicklung der 
Bakterien durch die sistierte Zellteilung bei zunachst fortdauernder Zell- 
substanzsynthese gekennzeichnet. Da die meisten Zellen sehr bald der 
Lyse anheimfallen und andererseits mit AbschluB der Lyseerscheinungen 
auch die maximale Penicillinaseaktivitit vorliegt, mu man annehmen, 
dali das Enzym nur wiahrend des beginnenden Umbildungsvorganges der 
Zellen entsteht. Dafiir spricht auch die Beobachtung, da in Kulturen 
mit geringen Penicillinkonzentrationen (4 TE/ml), die keine erkennbaren 
morphologischen Veriinderungen der Bakterien hervorrufen, auch keine 
Penicillinaseaktivitat nachzuweisen ist sowie die langsame Zerstérung des 
Penicillins und die geringe Aktivitat in alten Kulturen. In solchen alten 


Kulturen sind es immer nur wenige Bakterien, die durch Penicillin noch 
beeinfluBt werden kénnen. 
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Zur Auslosung der Penicillinaseaktivitat sind relativ hohe Penicillin- 
mengen notig, die wesentlich titber den von PottocK gefundenen liegen. 
Dadurch wird es fraglich, ob im vorliegenden Falle tatsichlich eine echte 
Enzyminduktion vorliegt. Die Tatsache, daf sich bei konstanter Keimzahl 
mit steigenden, sehr hohen Penicillin-Konzentrationen (bis 4000 IE/ml) 
auch die Aktivitat steigern li St, ist wohl nur dann zu verstehen, wenn 
man annimmt, daf nicht etwa eine bestimmte Penicillinmenge mit 
einem Zellbestandteil reagiert und das Reaktionsprodukt zum Ausgangs- 
punkt einer fortlaufenden Enzymsynthese wird, sondern da8 das Peni- 
cillin in Abhangigkeit von der Konzentration aus Bausteinen derjenigen 
Zellen, die in Umbildung begriffen sind, eine Substanz von Penicillinase- 
charakter freimacht. Diese gelangt dann durch die Lysevorgiinge in das 
Kulturmedium. Damit wiirde auch erklirlich, daB nach der Ausschaltung 
der direkten Penicillinwirkung durch die Inaktivierung des Antibioti- 
cums keine weitere Steigerung der Enzymaktivitét zu verzeichnen ist, 
wie das bei anderen Penicillinasebildnern beschrieben wird (PoLLock 
1952; Dutuie 1947). Denn die gesamte weitere Entwicklung der Kultur 
(die Ruckentwicklung der restlichen groBen Korper zur Normalform) 
spielt sich ja in Abwesenheit von Penicillin ab. 

SchlieBlich mu8 noch darauf hingewiesen werden, daB der Nachweis 
der Proteus-Penicillinase, wie er von LAHELLE (1948) auf Agar-Nahr- 
béden versucht wurde, deswegen scheitern mu, weil praktisch keine 
Diffusion des Enzyms stattfindet. 


Zusammenfassung 


1. Es wurden eine Reihe von P. mirabilis- und P. vulgaris-Stémmen 
auf ihr morphologisches Verhalten in penicillinhaltiger Naihrbouillon 
untersucht. P. mirabilis bildet sich zu den charakteristischen, kugeligen 
groBen Kérpern um, die lange erhalten bleiben. P. vulgaris zeigt ebenfalls 
typische Umbildungserscheinungen, jedoch platzen die meisten Zellen 
wahrend der Umbildung und die restlichen groBen Kérper entwickeln 
sich zur Normalform zuriick. 

2. Inden Sterilfiltraten der Penicillinkulturen von P. vulgaris, nicht aber 
von P. mirabilis,ist eine Substanz von Penicillinasecharakter nachzuweisen. 

3. Das Enzym entsteht unter dem Hinflu8 des Antibioticums, wenn 
Kulturbedingungen vorliegen, die die Umbildung der stabchenformigen 
Bakterien in die groBen Korper zulassen, und gelangt im Verlaufe aus- 
geprigter Lyseerscheinungen in das Kulturmedium. 

4. Nach der Zerstérung des Penicillins bewirkt die weitere Entwick- 
lung der Kulturen (Riickbildung zur Normalform) keine Steigerung der 
Penicillinaseaktivitat. 

5. Die besonderen Verhiltnisse der Penicillinasebildung durch P. vul- 
garis werden besprochen. 
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